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1 Einleitung 
 
1.1 Die Kälteschock-Proteine und das humane Y-box Protein-1  
 
Kälteschock-Proteine wurden erstmals in Bakterien gefunden. Sie tragen ihren Namen 
aufgrund von Beobachtungen an exponentiell wachsenden Bakterien, bei denen ein 
Temperaturabfall von 37°C auf 10°C nicht nur zu einer Reduktion der Transkription und 
Translation, sondern auch zu einer gesteigerten Expression des „cold shock“ Proteins 
CS7.4 führt. Zwei Stunden nach dem Herunterkühlen wird CS7.4 so stark exprimiert, dass 
es 10% der Gesamtproteinmenge ausmacht1. Nach einer vier- bis fünfstündigen Phase 
verlangsamten Wachstums und reduzierter Proteinsynthese triggert CS7.4 eine 
Wiederherstellung des ursprünglichen Wachstums durch trans-Aktivierung von etwa 10 bis 
15 Genen2,3.   
 
Allen Mitgliedern der Proteinfamilie gemeinsam ist eine phylogenetisch stark konservierte 
Domäne4, die als „cold shock“ Domäne (CSD) bezeichnet wird. Sie umfasst ungefähr 80 
Aminosäuren und weist in ihrer Nukleotidsequenz eine Homologie von über 70% zwischen 
dem „major cold shock-Protein“ CS7.4 in E.coli und den Kälteschockproteinen in 
Vertebraten auf. Auf Aminosäureebene zeigt die CSD eine Homologie von 44% zwischen 
Bakterien und Vertebraten5-9.  
 
Beim Menschen zählen neben dem Y-box Protein-1 (YB-1), das auch als DNA binding 
protein-B (dbpB) bezeichnet wird, die DNA-bindenden Proteine A (dbpA) und C (dbpC, 
Contrin), das nuclease sensitive element protein-1 (NSEP-1) und das insgesamt fünf CSD 
umfassende UNR Protein zu dieser Proteinfamilie. Anhand von Sequenzhomologien 
konnten weitere Kälteschockproteine in anderen Spezies gefunden werden: frog Y-box 
Protein-1 und -2 (FRGY-1/2, Frosch), YB-3 (Frosch), enhancer factor 1A (EF1A, Ratte), 
murines Y-box Protein-1 (MSY-1, Maus) und chicken Y-box Protein (CHK YB-1, 
Huhn)1,5,6,10-16.  
 
Die Struktur der „cold shock“ Domäne konnte mit Hilfe von Kernspin-Resonanz-
Spektroskopie und Röntgen-Strukturanalyse näher untersucht werden. Sie ist aus fünf 
antiparallelen β-Faltblattsträngen zusammengesetzt, die einen antiparallelen β-barrel und 
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einen dreisträngigen β-Strang formen8,17, innerhalb derer zwei RNA-Bindungsmotive 
liegen, die als RNP-118 und RNP-219 bezeichnet werden.  
 
 
1.1.1 Strukturdomänen von YB-1  
Der strukturelle Aufbau des humanen Y-box Protein-1 ist durch drei Domänen 
gekennzeichnet (Abbildung 1.1): 
 
1. Die Kälteschockproteine weisen einen variablen N-Terminus auf. Bei dem Y-box 
Protein-1 ist dieser reich an Alanin und Prolin. Er fungiert als trans-Aktivierungsdomäne 
bei der Transkription. Für ihn konnte außerdem eine direkte Interaktion mit 
Aktinfilamenten des Zytoskeletts nachgewiesen werden, über die die zytoplasmatische 
Lokalisation von YB-1 kontrolliert wird20.  
 
2. Die „cold shock-Domäne“ (CSD) ist die in der Evolution am stärksten konservierte 
Proteindomäne, die bislang identifiziert wurde. Sie stellt das zentrale Strukturmotiv dar 
und vermittelt die DNA- und RNA-Bindung des Proteins. 
 
3. Der hydrophile C-Terminus enthält alternierend basische und saure Proteinanteile, die 
jeweils 30 Aminosäuren umfassen. Er wird auch als „charge zipper“ bezeichnet, da er 
unter anderem die konzentrationsabhängige Homomultimerisierung des Proteins21, 
sowie Protein-Protein-Interaktionen vermittelt14,22. Obwohl der C-terminale 
Proteinabschnitt nur eine schwache Nukleotidbindungsfähigkeit besitzt23 konnte in 
Deletionsstudien gezeigt werden, dass er zusammen mit der „cold shock-Domäne“ 
auch an der spezifischen Interaktion mit Einzel- und Doppelstrang-DNA sowie RNA 
beteiligt ist22,24. Der C-Terminus besitzt zahlreiche Phosphorylierungsstellen für die 
Kaseinkinase II. In vivo konnte eine starke Phosphorylierung von YB-1 gezeigt werden, 
die zwar keinen Einfluss auf die Nukleinsäure-Bindungsfähigkeit hat, jedoch die 
Interaktion mit anderen Proteinen beeinflusst25.  
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--- +++ --- +++ --- +++
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der YB-1-Strukturdomänen. YB-1 weist eine „cold shock-
Domäne“ (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven auf. Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Alanin- 
und Prolin-reichen Region und im C-Terminus von einer als charge zipper bezeichneten Domäne, innerhalb 
derer basische (---) und saure (+++) Proteinanteile alternieren. 
 
 
1.1.2  YB-1 als DNA-bindendes Protein  
Das humane YB-1 Protein wurde erstmals als ein an die Y-box im Promotorbereich des 
MHC II-Gens (major histocompatibility complex II - Gen) bindendes Protein entdeckt, das 
die Transkription reprimiert26. Die auch als inverte CCAAT-Sequenz bezeichnete Y-box, 
(Abbildung 1.2), wurde lange Zeit als minimales Bindungsmotiv für YB-1 angenommen5. 
Später konnte hingegen ein sehr komplexes Bindungsverhalten des YB-1 Proteins an 
DNA gezeigt werden. Die CCAAT-Box stellt ein präferenzielles, aber kein hinreichendes 
oder minimales Bindungsmotiv für YB-1 dar. Offenbar spielen die benachbarten 
Nukleotidsequenzen eine entscheidende Rolle für die Bindungsaffinität.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2: Inverte CCAAT-box. 
 
 
Ferner beeinflusst die DNA-Sekundärstruktur das Bindungsverhalten von YB-1. 
Berechnungen der Tertiärstruktur des bakteriellen CspB-Bindungsmotivs durch Schindelin 
et al.27,27 ergaben eine „stem loop-Struktur“ der DNA. Bei dieser DNA-Struktur bilden die 
Basen des gleichen Stranges Wasserstoffbrückenbindungen (stems) aus, die dazwischen 
liegende Sequenz formiert sich zu einer verbindenden Schleife (loop). YB-1 kann nun 
solche einzelsträngigen DNA-Stränge induzieren und stabilisieren27-29 und somit eine 
Veränderung der DNA-Sekundärstruktur herbeiführen. MacDonald et al.28 stellten die 
3’-TAACC-5’ 
│││││ 
5’-ATTGG-3’ 
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Hypothese auf, dass eine durch YB-1 induzierte Konformationsänderung im Bereich des 
MHC Klasse ΙΙ-Gens die Bindung aktivierender Transkriptionsfaktoren an ihre 
Bindungsstellen verhindert und hierüber ein reprimierender Effekt vermittelt wird. 
Umgekehrt könnte eine solche durch  YB-1 induzierte Konformationsänderung eine 
Bindung von anderen Transkriptionsfaktoren erleichtern, wie es für das Matrix 
Metalloproteinase-2 (MMP-2) Gen gezeigt wurde30. 
 
YB-1 vermag zellspezifisch Gene zu trans-aktivieren oder  zu reprimieren, wie es z.B. für 
das GM-CSF- (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) Gen31,32 und das MMP-
2-Gen gezeigt wurde30. 
 
Zielgene von YB-1 werden vor allem im Rahmen gesteigerter Zellproliferation sowie bei 
Entzündungs- und Stressreaktionen hochreguliert. In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 
1.1) sind die von YB-1 regulierten Gene zusammengefasst: 
 
 
Zielgen               Regulation   Referenz   
Zytokine, Chemokine und Rezeptoren  
PDGF-B                ⇑     (Stenina et al., 2000)33      
VEGF           ⇓     (Coles et al., 2002)34  
RANTES             ⇑     (Mertens et al., unpubliziert) 
Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B)  ⇓⇑     (Fukada et al., 2003)35 
muriner Wachtumsfaktor-Rezeptor  ⇓      (Yan et al., 1991)36 
GM-CSF          ⇑      (Coles et al., 1996 ; Diamond et al., 2001)31,32  
Thyrotropinrezeptor      ⇓      (Ohmori et al., 1996)37  
 
Matrixproteine und Matrix-degradierende Proteine 
Gelatinase A (MMP-2)    ⇓⇑         (Mertens et al., 1997)38  
Kollagen Typ I(α1)      ⇓        (Norman et al., 2001)29  
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Zielgen               Regulation   Referenz   
Kollagen Typ I(α2)      ⇓        (Higashi et al., 2003)39  
Prokollagen Typ α1     ⇑      (Dhalla et al., 1998)40 
 
Antigenpräsentation 
HLA-Klasse I       ⇓         (Didier et al., 1988)26   
 
Proliferation, Apoptose 
DNA-Polymerase-α     ⇑          (En-Nia et al., 2005)41 
c-myc          ⇓      (Chernukhin et al., 2000)42  
p53          ⇑      (Okamoto et al., 2000)43 
Fas (CD95/Apo-1)      ⇓      (Lasham et al., 2000)44 
 
Transportproteine, Detoxifikation 
mdr-1          ⇑         (Bargou et al., 1997)45  
mdr-2          ⇓      (Geier et al., 2003)46 
mrp1          ⇑      (Stein et al., 2001)47  
mrp2          ⇓          (Kauffmann et al., 2001)48  
grp78          ⇓      (Li et al., 1997)49  
 
Strukturproteine und andere Proteine 
Myosin light-chain 2v      ⇑      (Zou et al., 1997)50  
Hühner α-Globin      ⇓      (Knezetic et al., 1993)51   
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Zielgen               Regulation   Referenz   
Virale Promotoren 
RSV          ⇑      (Swymynathan et al., 1997)52  
HTLV-1         ⇑      (Kashanchi et al., 1994)53  
 
HIV          ⇑      (Ansari et al., 1999)54      
JC Polyomavirus      ⇑      (Safak et al., 1999)55  
 
 
Tabelle 1.1: Zielgene von YB-1. Symbole: ⇑ = Aktivierung des Zielgens; ⇓ = Repression des Zielgens; ⇑ ⇓ 
= Zelltyp-abhängige Aktivierung oder Repression des Zielgens 
 
 
YB-1 stellt möglicherweise ein zentrales Protein in der Koordinierung der zellulären Stress-
Antwort dar. Ohga et al. konnten eine verminderte Sensitivität von YB-1 
überexprimierenden Zellen gegenüber einer Cisplatin-Behandlung nachweisen. Ein 
möglicher Grund hierfür könnte die Interaktion von YB-1 mit der humanen Endonuklease 
ΙΙΙ 56 und deren nachfolgender Aktivitätssteigerung sein. Über die Endonuklease ΙΙΙ wird 
die Exzision von modifizierten Basen aus der DNA initiiert. 
 
 
1.1.3 YB-1 als RNA-bindendes Protein 
Neben einer Interaktion mit DNA ist für die „cold shock-Proteine“ ferner eine 
sequenzspezifische sowie unspezifische  Bindung an RNA beschrieben. Es wird zwischen 
einer schwachen und unspezifischen RNA-Bindung über die Multimerisierungsdomäne 
und einer sequenzspezifischen RNA-Bindung über die „cold-shock Domäne“ 
unterschieden57. Für die Xenopus Kälteschockproteine FRGY-1 und -2 definierten Bouvet 
et al.58 die Nukleotidbindungssequenz AACAUG mittels einer SELEX (systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment)-Analyse. 
 
Ferner ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-Komplexe59, in 
denen die mRNA bis zum Zeitpunkt der Translation gespeichert wird. Die Protein-RNA-
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Komplexe stellen einen wichtigen Regulationsmechanismus für die mRNA-Translation dar. 
YB-1 destabilisiert dabei in niedrigen Konzentrationen die Sekundärstruktur der RNA, 
ähnlich der Funktion des bakteriellen Kälteschockproteins CspA60. Durch die 
destabilisierte Sekundärstruktur wird die mRNA für die 60S-Unterheit der Ribosomen 
leichter zugänglich61, so dass YB-1 in niedrigen Konzentrationen die RNA-Translation 
stimuliert62. Im Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolischen YB-1-Konzentration 
die Translation durch Maskierung der mRNA gehemmt60,63,64. 
 
YB-1 hat neben der Regulation der Translation auch einen Einfluss auf die mRNA-
Stabilität. Chen et al.65 zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über die Bindung an ein 
Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) der Interleukin-2-mRNA diese 
stabilisieren kann. Die mRNA des Granulozyten-Makrophagen-Kolonien stimulierenden 
Faktors (GM-CSF) wird über eine Bindung von YB-1 an ein A/U-reiches Element innerhalb 
der 3’-UTR der GM-CSF-mRNA in aktivierten eosinophilen Granulozyten in vivo 
stabilisiert66. Evdokimova et al.67 wiesen zudem einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-
Stabilität über eine Sequenz-unspezifische Bindung an die Cap-Struktur am 5’-mRNA 
Ende nach. Dieser Effekt ist abhängig von einer korrekten 5’-Cap-Ausbildung, d.h., eine 
verkürzte mRNA wird nicht translatiert und beschleunigt degradiert, ohne dass es zur 
Expression von Deletionsproteinen kommt. 
 
Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen neuere Ergebnisse auf eine im Nukleus 
stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und prä-mRNA mit nachfolgender Änderung des 
Spleißmusters hin68.  
 
Chansky et al.69 wiesen eine Interaktion von YB-1 mit dem „translocation liposarcoma 
protein“ TLS nach, über das die RNA-Polymerase II rekrutiert und das prä-mRNA-
Spleißen beeinflusst wird. 
 
Zusammenfassend erfüllt YB-1 somit Funktionen bei der Transkriptionsregulation, der 
RNA-Prozessierung und -Speicherung bis hin zur Aktivierung bzw. Reprimierung der 
Translation.  
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1.1.4 Subzelluläre Lokalisation von YB-1  
Die subzelluläre Lokalisation von YB-1 unterscheidet sich bei Tumorzellen und 
proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in vivo. In 
sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 zytoplasmatisch zu finden. 
Van Roeyen et al.70 konnten YB-1 erstmals in vivo im Zellkern von Endothelzellen, 
Epithelzellen und mesenchymalen Zellen nachweisen.   
 
Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in vivo wurde 
durch verschiedene Autoren beschrieben45,47,71-76. Eine nukleäre Lokalisation in 
Tumorzellgewebe wies in verschiedenen Studien auf eine schlechte Prognose und 
Metastasierung hin. Koike et al.77 stellten die Hypothese auf, dass YB-1 mit einem 
Ankerprotein im Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nach Phosphorylierung durch 
die Protein-Kinase C aus seiner Bindung freigibt. Mehrere nukleäre Translokationssignale 
innerhalb des C-Terminus von YB-1 könnten die nukleäre Translokalisation z.B. im 
Rahmen von Stresssituationen vermitteln4,5,22,78. Bislang ist durch Bader et al.79 ein 
solches nukleäres Lokalisationssignal (NLS: nuclear localization signal) im C-Terminus 
von YB-1 beschrieben worden.  
 
Eine nukleäre Translokalisation von YB-1 tritt unter zellulärem Stress wie nach UV-
Bestrahlung45,77 oder Hyperthermie47 auf. 
 
Die Beobachtungen weisen zusammenfassend auf eine Interaktion von YB-1 mit DNA und 
mRNA in verschiedenen zellulären Kompartimenten hin. Hierbei zeigten Stenina et al.33,80, 
wie eng die Lokalisation von YB-1 mit dem mRNA- und DNA-Bindungsverhalten sowie der 
Funktion verbunden ist. Das im Zytoplasma von Endothelzellen an mRNA gebundene   
YB-1 wird durch Stimulation der Zellen mit Thrombin gespalten und in den Zellkern 
transloziert, woraufhin dieses über Bindung an den PDGF-B-Gen-Promotor die 
Genexpression im Kern induziert. 
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1.1.5 Interaktionspartner von YB-1 
Bei der Ausübung der zum Teil gegensätzlichen Funktionen interagiert YB-1 mit einer 
Vielzahl von nukleär und zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen. Insbesondere die 
Interaktion mit zellulären und viralen Transkriptionsfaktoren moduliert die Genregulation 
auf unterschiedlichen Wegen.  Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 1.2) gibt eine Übersicht 
über die bisher gefundenen Interaktionspartner von YB-1: 
 
 
Protein             Funktionelle Bedeutung der Interaktion (Referenz) 
Transkription 
T-Antigen des humanen Polyomavirus JC Synergistische trans-Aktivierung des späten viralen JC-
Promotors. Erleichterung der Repression des frühen viralen 
JC-Promotors.55,81 
 
Pur alpha  Repression der DNA-Bindungsaffinität von Pur alpha in der 
Phase der frühen Genaktivierung des viralen JC-
 Promotors.82  
 
Virales Agnoprotein des späten JC-Promotors Repression des eigentlich aktivierenden Effekts des viralen 
Agnoproteins durch die Interaktion mit YB-1.83   
 
NF-κB/rel-Protein RelA (p65) Einfluss auf die basale und die p65-vermittelte 
Transaktivierung des späten viralen JC-Promotors mit einem 
synergistischen Effekt auf die Transkription.84 
 
Tumor-Suppressorgen p53 Interaktion zwischen p53 und YB-1 über 3 unterschiedliche 
Domänen von YB-1. p53 benötigt YB-1 zur Aktivierung des 
p21-Gens. Komplexbildung zwischen YB-1, activating 
protein-2 (AP2) und p53 im Bereich des Gelatinase A-
Promotors, der in neoplastischen Zellen zu einer 
Aktivitätssteigerung führt.43,85  
 
Transkriptionsfaktor AP2 Synergistische Aktivierung der Transkription des MMP-2-
Gens.30 
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Protein             Funktionelle Bedeutung der Interaktion (Referenz) 
Multivalentes Zinkfingerprotein CTCF Steigerung der  reprimierenden Wirkung von CTCF auf den 
c-myc-Onkogen-Promotor.42 
 
TAR, Tat Tat-induzierte Aktivierung des HIV-1 Promotors und  
Vermittlung einer TAR-Tat-Komplexbildung.54 
 
Zona occludens Protein-1 (ZO-1) Repression des c-erb-Promotors. Sobald es zur Adhäsion 
von ZO-1 exprimierenden Zellen kommt, wird YB-1 an die 
ZO-1-Moleküle rekrutiert und der inhibitorische Effekt auf die 
c-erb-Expression wird aufgehoben.86 
 
Smad3 Antagonisierung der TGF-β-induzierten Aktivierung der 
Kollagensynthese.39 
 
Translation, Spleißen 
Ribonukleoprotein K (hnRNP K) Einfluss auf RNA-Export und zytoplasmatische RNA-
 Verarbeitung.87 
 
Nukleolin   Stabilisierung der mRNA von Interleukin-2.65 
   
iron-regulatory protein-2 (IRP-2) Aufhebung der inhibierenden Wirkung von IRP-2 auf die 
Translation der Ferritin mRNA.88 
 
Ewing’s sarcoma protein (EWS) Maligne Transformation durch Rekrutierung der RNA-
Polymerase II und Vermittlung des Spleißing-Vorgangs 
innerhalb der prä-mRNA des adenoviralen E1A-Minigen.69          
 
Spleißfaktor SRp30c Einfluss auf das alternative Spleißen im Bereich der mRNA 
des adenoviralen E1A-Minigens.89 
 
Zytoplasmatischer Transport 
Mikrofilamentprotein Aktin  Verbindung zwischen mRNA und seinem 
zytoplasmatischem Transport über Mikrofilamente.20
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Protein             Funktionelle Bedeutung der Interaktion (Referenz) 
DNA-Reparatur 
Humane Endonuklease III Steigerung der Aktivität der humanen Endonuklease III, 
 durch welche die Exzision mutierter Basen initiiert wird.56 
 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Erkennung von durch Cisplatin modifizierter DNA und 
DNA-Reparatur.90 
 
Tabelle 1.2: Interaktionspartner von YB-1.   
 
 
 
1.2 Grundlagen und Struktur von Antikörpern  
 
1.2.1 Struktureller Aufbau von Antikörpern   
Die Entdeckung der Antikörper geht auf Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato im 
Jahre 1890 zurück. Damals wurden die spezifisch an Krankheitserreger bindenden 
Antikörper im Blut geimpfter Personen gefunden.  
 
Antikörper werden auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet. Sie werden im Rahmen der 
humoralen Immunantwort von aktivierten B-Lymphozyten (Plasmazellen) als spezifische 
Immunreaktion auf antigene Stimuli gebildet. Hinsichtlich ihrer Größe, ihres Gewichtes, der 
Struktur und Funktion werden Antikörper in 5 Klassen eingeteilt: IgM, IgG, IgA, IgD und 
IgE.  
 
Die Grundstruktur aller Antikörper setzt sich aus vier Polypeptidketten zusammen. Je nach 
Molekulargewicht unterscheidet man zwischen schweren Ketten, heavy chains (55 oder 
70kDa), und leichten Ketten, light chains (25kDa). Ein Immunglobulinmolekül besteht aus 
zwei identischen schweren und zwei identischen leichten Ketten. Es gibt zwei 
verschiedene Typen leichter Ketten (kappa und lambda) und fünf verschiedene Typen 
schwerer Ketten (gamma, alpha, my, delta und epsilon). Eine leichte Kette ist immer mit 
einer schweren Kette verbunden, die schweren Ketten sind untereinander zusätzlich durch 
Disulfidbrücken verbunden.  
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1.2.2 Antikörper-Antigen Wechselwirkungen 
Die Antigenbindungsstelle eines Antikörpers bildet sich aus den variablen Regionen der 
schweren und der leichten Kette. Die Aminosäuren der schweren und der leichten Kette, 
die an der Antigenbindungsstelle beteiligt sind, werden als hypervariable Regionen (HV-
Regionen), bzw. als CDRs (complementarity determining regions) bezeichnet (Abbildung 
1.3). Jede der beiden Ketten besitzt 3 CDRs. Der Bereich eines Immunogens, der mit dem 
Antikörper reagiert, bezeichnet man als Epitop oder immunogene Determinante. Bei 
Proteinen besteht das Epitop meist aus 6-8 Aminosäuren. Als Paratop wird die 
entsprechende Bindungsstelle im Antikörper bezeichnet.  
 
 
 
Abbildung 1.3: Hypervariable (HV) Regionen, bzw. CDRs (complementarity determining regions) der 
schweren und leichten Kette bilden das Paratop. Aus: Janeway, Immunobiology 
 
 
An der Antikörper-Antigen Wechselwirkung sind viele sterische und elektrostatische 
komplementäre Strukturen beteiligt91. An der nicht-kovalenten Bindung zwischen 
Antikörper und Antigen sind vor allem Wasserstoffbrückenbindungen, elektrostatische und 
hydrophobe Wechselwirkungen und van der Waals Kräfte beteiligt (Abbildung 1.4). 
Aminosäureseitenketten in den meisten oder sogar allen hypervariablen Schleifen treten 
dabei mit dem Antigen in Kontakt92. Andere Teile der variablen Regionen spielen beim 
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direkten Kontakt mit dem Antigen kaum eine Rolle. Sie bilden jedoch das stabile 
Grundgerüst für die hypervariablen Regionen und sind zudem beim Festlegen der 
Konformation behilflich.   
 
Die Antikörper-Antigen-Bindung kann bereits durch kleinste Veränderungen beeinträchtigt 
werden. So kann der Verlust einer Wasserstoffbrückenbindung oder der Austausch einer 
Aminosäure zu einer Affinitätsabnahme führen93. Diese nicht kovalente und reversible 
Bindung eines Antikörpers an ein Antigen unterliegt thermodynamischen Prinzipien. 
 
 
 
Abbildung 1.4: Antigen-Antiköper Wechselwirkungen. An der Antigen-Antikörper Wechselwirkung sind 
viele nicht-kovalente Kräfte beteiligt. Aus: Janeway, Immunobiology. 
 
 
Als Affinität wird die Bindungsstärke des Antikörpers an einer einzelnen Stelle des 
Immunogens bezeichnet. Die Affinität beschreibt somit die Geschwindigkeit der 
Assoziation und der Dissoziation eines monovalenten Liganden an der Antigen-
Bindungsstelle. Bei der Bindung eines Antikörpers (z.B. IgG-Molekül) an einen 
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polyvalenten Liganden müssen beide Antigen-Bindungsstellen gleichzeitig dissoziieren um 
den Antikörper freizusetzen. Die Avidität definiert dabei die Dissoziationsgeschwindigkeit 
für beide Stellen der Antikörper-Antigen-Wechselwirkung. Sie ist somit immer größer als 
die Affinität (Abbildung 1.5).  
 
 
 
 
Abbildung 1.5: Affinität und Avidität. Die Affinität beschreibt die Geschwindigkeit der Assoziation und der 
Dissoziation eines monovalenten Liganden an der Antigen-Bindungsstelle. Die Avidität definiert die 
Dissoziationsgeschwindigkeit für beide Stellen der Antikörper-Antigen-Wechselwirkung an einen 
polyvalenten Liganden.  
 
 
 
Bei der Antikörper-Bindung an ein Epitop unterscheidet man zwischen linearen, bzw. 
kontinuierlichen, und Konformations- oder diskontinuierlichen Epitopen. Als linearisiertes 
Epitop bezeichnet man eine Folge von Aminosäuren innerhalb der Primärsequenz. Bindet 
ein Antikörper hingegen an Aminosäuresequenzen die innerhalb der Primärsequenz nicht 
aufeinander folgen, sondern in nativem Zustand des Proteins durch Faltung in eine 
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räumliche Nähe gelangen, spricht man von einem Konformations-Epitop94,95. Neo-Epitope 
entstehen durch kovalente Modifizierung, z.B. durch Proteolyse des Antigens (Abbildung 
1.6).    
 
 
 
Abbildung 1.6: Antigene Epitope. Ein Konformations-Epitop entsteht durch native Faltung des Proteins. 
Unter linearisiertem Epitop versteht man eine Aminosäuresequenz innerhalb der Primärstruktur. Neo-
Epitope können z.B. durch Proteolyse entstehen. Aus: Kuby, Immunology 
 
 
1.2.3 Methoden der Epitopanalyse 
Durch die Analyse des Epitops monoklonaler Antikörper können diese charakterisiert 
werden. Darüber hinaus ermöglicht sie auch Aussagen über Struktur-
Wirkungsbeziehungen in biologischen Systemen.  
 
Zu Beginn der Epitopanalyse wird der Antikörper zunächst einer größeren funktionellen 
oder strukturellen Domäne zugeordnet. Anschließend wird die Analyse verfeinert, so dass 
das Epitop idealerweise auf möglichst wenige Aminosäuren eingegrenzt werden kann.  
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Hierzu stehen verschieden Methoden zur Auswahl. Eine auch in dieser Arbeit verwendete 
Bindungsstudie ist der Einsatz rekombinanter Proteine und Deletionskonstrukte. Aber 
auch das immunologische „Screening“ von rekombinanten cDNA Expressionsbibliotheken, 
sowie der Einsatz massenspektrometrischer Methoden in Kombinantion mit dem 
proteolytischem Verdau gewinnen immer mehr an Bedeutung.  
 
 
1.2.4 Herstellung monoklonaler Antikörper 
Monoklonale Antikörper sind essentielle Werkzeuge für viele molekulare und 
immunologische Untersuchungen. Sie reagieren hochspezifisch mit bestimmten 
Zellstrukturen und werden für viele Testmethoden in der Klinik wie auch in der Forschung 
verwendet. So spielen sie heute vor allem in der Krebsforschung eine große Rolle, 
beispielsweise in der Diagnostik und Therapie maligner Tumorerkrankungen.   
 
Die Entwicklung der Hybridomatechnik durch Milstein und Köhler96 war ein Meilenstein in 
der Entwicklung monoklonaler Antikörper. Mit Hilfe dieser Technik wurden auch die 
Antikörper in dieser Arbeit hergestellt. 
 
Nach der Immunisierung werden die in der Milz enthaltenen B-Lymphozyten gewonnen 
und mit unsterblichen Plasmozytomzellen (Myelomazellen) fusioniert. Die daraus 
resultierende Hybridomazelle vereinigt die Eigenschaft beider Zellen in sich, zum einem 
die Unsterblichkeit und zum anderen die Fähigkeit zur Antikörperproduktion.  
 
Der Vorteil dieser Methode ist der praktisch unbegrenzte Nachschub dieser Antikörper. 
Außerdem weisen monoklonale Antikörper eine hohe und enge Spezifität auf, die jedoch 
auch von Nachteil sein kann, wenn sie zu eng ist.  
 
Polyklonale Antikörper werden hingegen von verschiedenen Plasmazellen gebildet, die mit 
jeweils unterschiedlichen Epitopen des Antigens reagieren. Dadurch erhält man eine 
Mischung verschiedener Antikörper mit unterschiedlicher Spezifität gegen verschiedene 
Epitope. Ein weiterer Vorteil polyklonaler Antikörper ist ihre hohe Avidität. Andererseits ist 
das breite Reaktionsspektrum auch ein Nachteil in Bezug auf die Spezifität, da es leicht zu 
Kreuzreaktionen kommen kann.
  
 
1.3 Ziel der Arbeit 
 
17 
1.3 Ziel der Arbeit 
  
Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren lediglich polyklonale Antikörper die gegen das  Y-box 
Protein-1 gerichtet sind. Ziel dieser Arbeit war es daher, monoklonale Antikörper gegen 
YB-1 herzustellen um sie in der weiteren YB-1 Forschung einzusetzen.  
 
Nach der Herstellung sollten diese Antikörper dann hinsichtlich ihres Epitops näher 
charakterisiert werden und ihr Einsatz in unterschiedlichen Methoden wie Western Blot, 
ELISA oder der Immunhistochemie getestet werden. 
 
Die Anwendung dieser monoklonalen Antikörper in der klinischen Diagnostik sollte im 
Anschluss untersucht werden. Hierbei ging es um die Untersuchung der Rolle von YB-1 
bei progressiven Nierenerkrankungen. In der Mammakarzinom-Forschung sollte 
immunhistochemisch die Rolle von YB-1 hinsichtlich der Prognose der Patientinnen 
untersucht werden.      
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
Siehe Anhang (Kapitel 8.1). 
 
 
2.2 Methoden zur Arbeit mit Bakterien 
 
Die im Folgenden vorgestellten Methoden dienen zum einen der Herstellung von 
rekombinantem YB-1 und zum anderen zur Plasmidherstellung für die transiente 
Transfektion der YB-1 Deletionskonstrukte (s. Kapitel 2.5). 
 
Das hergestellte und gereinigte rekombinante YB-1 wird sowohl für die Immunisierung der 
Mäuse verwendet, als auch im Anschluss für die Charakterisierung der Antikörper. 
 
 
2.2.1 Einfrieren und Lagerung von Bakterien 
Von einer gewachsenen E.coli Bakterienkultur werden 600µl in ein Eppendorfgefäß 
überführt. Hinzu kommen 600µl autoklavierten Glycerols. Die Suspension wird gevortext 
und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterienstöcke werden bei –80°C 
gelagert. 
 
 
2.2.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E.coli-Bakterien 
Zunächst wird eine 25ml-Vorkultur (LB-Medium) mit dem entsprechenden nativen E.coli-
Stamm angeimpft und über Nacht kultiviert. Aus dieser Kultur werden 5ml zum Animpfen 
von 500ml LB-Medium genommen und bis zu einer optischen Dichte (Wellenlänge: 
600nm) von 0,02 wachsen gelassen. Dann ist die logarithmische Wachstumsphase der 
Bakterienzellen erreicht. Die Lösung wird mit 230ml SOB-Medium zusammengebracht und 
bei Raumtemperatur und 150rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,94 inkubiert (Dauer: 
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etwa 16 Stunden). Die Bakteriensuspension wird bei 4000rpm für 10 Minuten bei 4°C 
pelletiert und das Sediment umgehend in 80ml eiskaltem Transformationspuffer 
vollständig resuspendiert. Nachdem das Gemisch für weitere 10 Minuten auf Eis gekühlt 
wird, erfolgt eine weitere Zentrifugation (4000rpm, 10 Minuten, 4°C). Nun werden die 
sedimentierten Bakterien in 20ml eiskaltem Transformationspuffer, der 7% DMSO enthält, 
unter Mischen gelöst und für 10 Minuten auf Eis gestellt. Anschließend werden die 
Bakterien in 200µl-Fraktionen in vorgekühlte Eppendorfgefäße aliquotiert, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert. 
 
 
Material: 
• LB-Flüssigmedium (für E.coli): 
- 10g Trypton 
- 5g Hefe-Extrakt  
- 5g NaCl 
- 100µl NaOH (10N)  
- ad 1l ddH2O 
- Autoklavieren bei 121°C, 20 Minuten 
     
• SOB-Medium: 
- 0,2% (w/v) Trypton 
- 0,5% Hefeextrakt 
- 10mM NaCl 
- 2,5mM KCl 
 
• Transformationspuffer: 
- 10mM HEPES 
- 15mM CaCl2 
- 250mM KCl 
- 55mM MgCl2 
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2.2.3 Hitzeschock-Transformation von Bakterien 
Die Hitzeschock-Transformation erfolgt nach einem Protokoll von Inoue et al. (1990). Die 
hierbei zu erreichende Effizienz liegt bei etwa 106 Transformanten/µg Plasmid-DNA.  
 
Die Bakterien werden auf Eis aufgetaut und 5µl Plasmid-DNA werden mit 200µl der 
Bakteriensuspension versetzt und über 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgt der 
Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C für 90 Sekunden. Die Bakterien werden erneut für 10 
Minuten auf Eis gestellt und schließlich in 750µl SOC-Medium ohne Antibiotika 
aufgenommen. Zur Ausbildung der mit dem transformierten Plasmid ebenfalls in die 
Bakterien eingebrachten Antibiotika-Resistenz – entweder für Ampicillin oder für 
Kanamycin - werden die Zellen für 45 Minuten unter Schütteln bei 37°C inkubiert und 
danach 100µl der Suspension auf einer entsprechend Antibiotika enthaltenden LB-
Mediumplatte ausgestrichen. Die Beurteilung des Wachstums erfolgt nach 24stündiger 
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2.  
 
 
Material: 
• SOC-Medium (für jeden Versuch dem Bedarf entsprechend neu ansetzen): 
- 1l SOB-Medium 
- 10ml 1M MgCl2 (steril filtriert) 
- 10ml 1M MgSO4 (steril filtriert) 
- 20ml 1M Glukose 
 
• LB-Mediumplatte (Ampicillin- oder Kanamycin-enthaltend): 
- 10g Trypton           
- 5g Hefeextrakt  
- 5g NaCl 
- 100µl NaOH (10N) 
- 15g Agar 
- ad 1000ml Aqua dest. 
- Zugabe der Antibiotika nachdem das Medium autoklaviert wurde und auf etwa 
55°C herunter gekühlt ist: Ampicillin: 100µg/ml 
                Kanamycin: 25µg/ml 
- Medium anschließend unter einer sterilen Arbeitsbank in Petrischalen gießen  
- Nach der Polymerisation bis zum Gebrauch bei 4°C kopfüber dunkel lagern  
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2.2.4 Herstellung von rekombinantem YB-1 Protein 
Die für YB-1 kodierende Sequenz befindet sich im Plasmid pRSET. Dieses Plasmid 
enthält ein Ampicillin-Resistenzgen. YB-1 ist in  dieses Plasmid in frame kloniert mit einem 
aminoterminalen His-tag. Dieses besteht aus sechs Histidin-Residuen und ermöglicht 
daher eine Aufreinigung über Chelatbildung mit Ni2+-Ionen. 
 
Nach der Hitzeschock-Transformation mit dem Plasmid pRSET werden die Bakterien in 
einer Vorkultur in 5ml LB-Medium mit 100µg/ml Ampicillin-Zusatz für 24h bei 37°C 
kultiviert. Am nächsten Morgen werden 500ml LB-Medium mit Ampicillin-Zusatz mit 3ml 
dieser Kultur angeimpft. Die Kultur wird ungefähr 24h bei 37°C im Schüttler inkubiert, bis 
die OD600 zwischen 0,8 und 1,2 liegt. Durch Zugabe von 1mM IPTG wird anschließend die 
T7-Polymerase induziert und das Protein somit überexprimiert. Die Bakterien werden für 
weitere 4h bei 37°C kultiviert.  
 
Anschließend erfolgt die Herstellung des nativen Zelllysats. Die Bakterien werden bei 
3000rpm 15 Minuten lang pelletiert. Das Pellet wird in 15ml nativem Bindungs-Puffer mit 
Protease-Inhibitoren-Zusatz  resuspendiert. Dieser Puffer dient zur Chelatausbildung und 
damit der Bindung von exprimiertem Protein an die Nickelionen.  
 
Nach Zugabe von 1,5mg Lysozym (100µg/ml) wird die Suspension über 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Zur weiteren mechanischen Lyse wird die Suspension dreimal im  Abstand 
von einer Minute für jeweils 30 Sekunden bei 40Watt mit Ultraschall behandelt. Danach 
erfolgen drei schnelle Frier-Tau Zyklen. Die Suspension wird in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei 37°C wieder aufgetaut. Der Zelldebris wird bei 3000rpm 15 
Minuten lang abzentrifugiert und der Überstand wird dann durch einen Spritzenfilter 
(NADAGAN, 0,8µm Poren) weiter aufgereinigt. Das Zelllysat kann entweder sofort weiter 
verarbeitet oder bei -80°C eingefroren werden. 
 
Zur Proteinaufreinigung werden zunächst die Säulen vorbereitet. Das in der Säule 
enthaltene Resin wird dreimal mit Aqua bidest. gereinigt. Hierzu wird das Resin bei 
500rpm für 2 Minuten runterzentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Resin in 
7ml Aqua bidest. resuspendiert. Anschließend wird das Resin auf die gleiche Art und 
Weise dreimal mit Bindungspuffer gereinigt und auf die korrekte Elektrolytkonzentration 
und den richtigen pH-Wert eingestellt. Das native Zelllysat wird nun auf das Resin der 
vorbereiteten Säule gegeben und die Säule bei 4°C für 1h im Überkopfschüttler inkubiert. 
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Danach wird das Resin herunterzentrifugiert und der Überstand vorsichtig abpipettiert  und 
verworfen. Das Resin wird erneut dreimal mit Bindungspuffer und anschließend dreimal 
mit Waschpuffer gewaschen.     
 
Die Elution geschieht mittels aufsteigender Imidazol-Konzentrationen. Nacheinander 
werden in aufsteigenden Konzentrationen jeweils 5ml der Imidazol-Lösung auf das Resin 
gegeben und der Durchfluss wird portionsweise in Eppendorffgefäßen gesammelt.  
 
Durch Dialyse gegen Dialysepuffer erfolgt die weitere Aufreinigung des Proteins. Die 
Dialyseschläuche werden vor Gebrauch in kochendem Wasser 10 Minuten lang 
eingeweicht. Das eine Ende wird verknotet und nach Einfüllen der einzelnen Aliquots wird 
das andere Ende mit einem Clip verschlossen. Die Dialyse erfolgt bei 4°C über Nacht. Am 
nächsten Morgen wird der Dialysepuffer gewechselt und die Schläuche mit dem Protein 
erneut für 2-3h bei 4°C dialysiert.  
 
Zur Aufbewahrung werden die Proben in Eppendorffgefäßen aliquotiert und nach 
Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert.   
 
 
Material: 
• IPTG  
 
• Verdünnung der im Kit enthaltenen Puffer: 
- Von den Stocklösungen A und B (10fach konzentriert) werden jeweils 100ml 
1fach konzentrierte Lösungen in salzfreiem Milipore-Wasser angesetzt 
- Puffer B vorher bei 37°C inkubieren, um evtl. entstandene Kristalle zu lösen 
 
 
• Nativer Bindungspuffer 
- 2,9ml 1x Puffer A 
- 47,1ml 1x Puffer B (nach Vorwärmung auf 37°C) 
- pH 7,8 
 
• Lysozym  
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• Waschpuffer 
- 37ml 1x Puffer A 
- 13ml 1x Puffer B 
- pH 6,0 
 
• Imidazol-Lösung 50mM 
- 0,08ml 3M Imidazol-Lösung 
- 4,92ml Waschpuffer pH 6,0 
 
• Imidazol-Lösung 200mM 
- 0,38ml 3M Imidazol-Lösung 
- 4,62ml Waschpuffer pH 6,0 
 
• Imidazol-Lösung 350mM 
- 0,58ml 3M Imidazol-Lösung 
- 4,42ml Waschpuffer pH 6,0 
 
• Imidazol-Lösung 500mM 
- 0,83ml 3M Imidazol-Lösung 
- 4,17ml Waschpuffer pH 6,0 
 
• Dialyse-Puffer 
- 20% Vol.-% Glycerol: 400ml 
- 800µl 0,5M EDTA-Stammlösung 
- 40ml 5M NaCl-Stammlösung 
- 20ml 2M HEPES-Stammlösung (pH 7,9) 
- ad 2l ddH2O 
- Lagerung bei 4°C 
- Kurz vor Gebrauch werden hinzugegeben: 
2ml 0,2M PMSF 
2ml 1M DTT 
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2.3 Herstellung monoklonaler Antikörper 
 
Die Herstellung monoklonaler Antikörper erfolgt nach der Methode von Milstein und 
Köhler96  durch die Fusion von Milzzellen (B-Lymphozyten) mit Myelomazellen. So erhält 
man Hybridomazellen (s. Abbildung 3.2). Diese vereinigen die Eigenschaften beider 
Ausgangszellen in sich, zum einen die Antikörperproduktion (B-Lymphozyten) und zum 
anderen die unbegrenzte Teilungsfähigkeit (Myelomazellen).  
 
 
2.3.1 Kultivierung von Myelomazellen 
Die verwendete Maus-Myelomazelllinine X63-Ag8/653 (BALB/c) ist eine in der Herstellung 
von monoklonalen Antikörpern seit Jahren verwendete Zelllinie. Diese Zelllinie produziert 
selbst keine Antikörper mehr. Sie ist resistent gegenüber 8-Azaguanin, da sie keine 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) besitzt. Aufgrund des 
Enzymmangels kann das toxisches Hypoxanthin-Analogon 8-Azaguanin nicht zu GTP 
umgesetzt werden. Die Zellen überleben daher in einem Medium mit 8-Azaguanin, da sie 
dieses toxische Basenanalogon nicht umsetzen und somit nicht in ihre DNA einbauen 
können. Die Zelllinie stammt ebenso wie die Lymphozyten aus BALB/c Mäusen, so dass 
dadurch eine hohe Kompatibilität bei der Fusion gewährleistet ist.  
 
Die Myelomazellen werden in 500 ml Zellkulturflaschen in Standardmedium in einem mit 
5% CO2 begasten, 37°C warmen Brutschrank kultiviert. Vor der Fusion werden die 
Myelomazellen in einer modifizierten Neubauer-Zählkammer gezählt. 
 
 
Material: 
• Myelom X63-Ag8/653 (BALB/c) von Dr. Radbruch/ Institut für Genetik, Universität Köln 
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• Standard-Medium: 
- Dulbecco's modified Eagles medium: DMEM (Gibco,Invitrogen) 
- 2mM L-Glutamin 
- 5x10-5 M β-Mercaptoethanol 
- 100 U/ml Penicillin 
- 100 µg/ml Streptomycin 
- 1% (v/v) nicht essentielle Aminosäuren 
- 10% (v/v) FKS (wurde vor der Verwendung 30 Minuten bei 56° C inaktiviert und 
bei -20°C gelagert) 
 
 
2.3.2 Immunisierung von Mäusen 
Zur Herstellung monoklonaler Antikörper werden acht Wochen alte weibliche SPF (specific 
pathogen free) BALB/c Mäuse des Züchters Charles River, Wiga, Hannover eingesetzt. 
Die Immunisierung erfolgt mit gereinigtem rekombinantem YB-1 Protein. Für die erste 
Immunisierung wird das Antigen in komplettem Freud´schen Adjuvans (CFA, Sigma) 
emulgiert (Wasser/Öl-Emulsion)97. Die verwendete Antigen-Dosis beträgt 100µg pro Maus 
und wird in einem Volumen von 300 µl subcutan und intraperitoneal injiziert. 
 
Den Mäusen wird sowohl vor der Immunisierung (Prä-Immunserum), als auch vier und 
sechs Wochen nach der ersten Immunisierung Blut aus der Schwanzvene entnommen. 
Durch Zentrifugation werden die korpuskulären Bestandteile des Bluts abgetrennt. Die 
Seren kann man bei -80°C lagern und bei Bedarf wieder auftauen. Mit Hilfe eines 
semiquantitativen Dot blots (s. Kapitel 2.3.6) werden die Antikörpertiter in diesen Seren 
bestimmt. Mäuse mit einem hohen Antikörpertiter werden für die Fusion ausgewählt. 
Sechs bis acht Wochen nach der ersten Immunisierung werden diese Mäuse erneut 
immunisiert. Die Tiere erhalten nun 10µg des gereinigten YB-1 Proteins in PBS, intravenös 
injiziert. Drei Tage nach dieser zweiten Immunisierung erfolgt dann die Fusion der 
Milzzellen mit Myelomazellen.  
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2.3.3 Präparation der Milzzellen 
Die Milz von immunisierten Mäusen wird drei Tage nach der letzten Antigeninjektion 
entnommen. Zur Anwendung kommt dabei die Milz derjenigen Mäuse, die im Dot Blot 
einen hohen Antikörper-Titer im Serum aufweisen. 
 
Zur Gewinnung der Milzzellen wird einer immunisierten Maus nach Tötung mittels 
zervikaler Dislokation die Milz steril entnommen und in einer Petrischale in kalter steriler 
HBSS-Lösung vorsichtig mit zwei Pinzetten zerzupft. Zur Abtrennung der gröberen 
Bestandteile werden die Zellklumpen durch ein Drahtnetz mit 0,5 mm Porenweite hindurch 
gesiebt. Die gewonnene Zellsuspension wird in ein Zentrifugenröhrchen (Falcon) gegeben 
und ca. 5 Minuten stehen gelassen, bis sich die gröberen Partikel abgesetzt haben. 
Anschließend werden die Zellen dreimal zentrifugiert (jeweils für 10 Minuten bei 200 x g 
bei Raumtemperatur) und in HBSS gewaschen. Nach der Resuspendierung in Zellmedium 
werden die Zellen in einer modifizierten Neubauer-Zählkammer gezählt.  
 
 
Material: 
• HBSS: 
- Hank’s Balanced Salt Solution 
 
• Standard-Medium: 
- Dulbecco's modified Eagles medium: DMEM (Gibco, Invitrogen) 
- 2mM L-Glutamin 
- 5x10-5 M β-Mercaptoethanol 
- 100 U/ml Penicillin 
- 100 µg/ml Streptomycin 
- 1% (v/v) nicht essentielle Aminosäuren 
- 10% (v/v) FKS (wurde vor der Verwendung 30Minuten bei 56° C inaktiviert und 
bei -20°C gelagert) 
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2.3.4 Zellfusion 
Die Zellfusion der Milzzellen mit den Myelomazellen erfolgt nach einem modifizierten 
Protokoll der ursprünglich von Köhler und Milstein96 beschriebenen Methode.  
 
108 Milzzellen werden mit 5x107 8-Azaguanin-resistenten Myelomazellen (X63-Ag8/653) in 
einem Zentrifugenröhrchen gemischt. Nach Auffüllung des Zentrifugenröhrchens mit 
Standard-Medium auf ein Volumen von ca. 20ml erfolgt die Zentrifugation des Röhrchens 
mit den beiden Zellarten bei Raumtemperatur mit 200 x g für 10 Minuten. Der Überstand 
wird komplett abgesaugt. Das Zellpellet wird durch tropfenweise Zugabe von 0,5ml 50% 
PEG-Lösung und vorsichtiges Klopfen gelöst. Die PEG-Lösung dient als Fusogen. Um das 
PEG auszuverdünnen werden nach 90 Sekunden 5ml vorgewärmtes (37°C) Standard-
Medium über einen Zeitraum von 5 Minuten langsam hinzugegeben. Nach einer 
Ruhephase von 10 Minuten werden noch vorhandene große Klumpen durch vorsichtiges 
Pipettieren mit einer 10 ml-Pipette aufgebrochen. Die Zellsuspension wird anschließend so 
in HAT-Medium verdünnt und auf 96 Mikrotiterplatten (96 well) verteilt, dass man eine 
Zelldichte von ungefähr 1×105 Zellen pro well in einem Volumen von 100µl hat.  
 
Die Hybridomazellen werden in wöchentlichem Abstand mit frischem HAT-Medium, dem 
rekombinantes Interleukin-6 (100U/ml) zugesetzt ist, gefüttert. Nach 14 Tagen können die 
Zellklone auf ein HT-Medium, nach weiteren 7 Tagen auf ein Standard-Medium umgestellt 
werden.  
 
 
Material: 
• Standard-Medium: 
- Dulbecco's modified Eagles medium: D-MEM + 4500mg/l D-Glucose + 
GlutaMaxTM 
- 100 U/ml Penicillin 
- 100 µg/ml Streptomycin 
- 10% (v/v) FKS (wurde vor der Verwendung 30Minuten bei 56° C inaktiviert 
und bei -20°C gelagert) 
 
• Polyethylenglycol(PEG)-Lösung:  
- 50 % PEG 
- 50 % Medium ohne FKS 
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• HAT-Medium: 
- Dulbecco's modified Eagles medium: DMEM (Gibco,Invitrogen) 
- 2mM L-Glutamin 
- 5x10-5 M β-Mercaptoethanol 
- 1% (v/v) nicht essentielle Aminosäuren 
- 10% (v/v) FKS 
- 100 U/ml Penicillin 
- 100 µg/ml Streptomycin 
- HAT-Lösung:  5x10-5 M Hypoxanthin 
4x10-7 M Aminopterin 
 1,6x10-4 M Thymidin  
 
• HT-Medium:  
wie HAT-Medium, jedoch HT-Lösung statt HAT-Lösung   
Endkonzentrationen: Hypoxanthin: 0,1 mM, Thymidin: 0,016 mM 
 
 
2.3.5 Klonierung nach dem Prinzip der limitierten Verdünnung  
Um die Monoklonalität eines Antikörper-produzierenden Klons zu gewährleisten, bietet 
sich die von Coller98 beschriebene Methode der limitierten Verdünnung an. Mittels 
Neubauer-Zellkammer wird die Zellzahl eines Klons bestimmt, und dann die Zellkultur mit 
Medium so weit ausgedünnt, dass sich statistisch nur noch eine Zelle pro well befindet. 
Bei Aufzucht des Klons in einer 96er-Vertiefungsplatte kann das Wachstum aus einer 
einzigen Zelle mikroskopisch kontrolliert werden. Es empfiehlt sich, die Zellzahl bei der 
Aussaat dennoch etwas zu erhöhen, da nicht von einer hundertprozentigen Angehrate 
(cloning efficiency) ausgegangen werden kann. 
 
Nach etwa zwei Wochen ist die Mehrzahl der Hybridome zu einer Klongröße von ca. 
5×103 - 104 Zellen herangewachsen. Nun werden die Überstände der einzelnen Kulturen 
auf die Produktion von spezifischen Antikörpern im Dot Blot getestet (s. Kapitel 2.3.6). 
Positive Hybridome werden auf 24 well-Platten expandiert und zur Sicherung frühzeitig in 
flüssigem Stickstoff eingefroren (s. Kapitel 2.3.7). 
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Die positiven Klone werden anschließend nach dem Prinzip der limitierenden Verdünnung 
erneut ausgedünnt. Dazu wird ein Teil der noch polyklonalen Zellen geerntet, gezählt und 
mit einer durchschnittlichen Zelldichte von einer Zelle pro well auf jeweils einer neuen 96 
well Mikrotiterplatte ausgesät.  
 
Mikroskopisch werden nur die Klone ausgewählt, die deutlich sichtbar auf eine einzelne 
Zelle zurückgehen. Diese Zellen werden nun erneut gezählt und wiederum so verdünnt, 
dass man ungefähr eine Zelle pro well erhält. Dieser erneute Verdünnungsschritt dient 
dazu, sicher Kulturen zu erhalten, die aus einer Ursprungszelle entstanden sind. Unter 
dem Mikroskop wird anschließend in regelmäßigen Abständen kontrolliert, dass nur eine 
Zelle pro well enthalten ist.  
 
Überstände aus diesen monoklonalen Kulturen werden nach ca. zwei Wochen erneut im 
Dot Blot und im Western Blot (s. Kapitel 2.4.2) auf die Produktion spezifischer Antikörper 
getestet. Positive Klone werden expandiert, näher charakterisiert und zur Sicherung in 
flüssigem Stickstoff eingefroren.  
 
 
2.3.6 Test der Überstände mittels Dot Blot 
Die Testung der Überstände der polyklonalen Klone geschieht mit Hilfe eines Dot Blots. 
Mit dieser von Costanzi und Gillespie99 beschriebenen Methode können spezifische 
Antikörper nachgewiesen werden. Im Unterschied zum ELISA (s. Kapitel 2.4.1) erfolgt die 
Immobilisierung des   Antigens nicht in einer 96 well Platte, sondern auf einer Membran. 
Der Nachweis einer Antikörperbindung geschieht mit Hilfe eines 
Chemielumineszenzfarbstoffes.  
 
Die Nitrozellulosemembran und das Filterpapier werden zunächst mit Aqua bidest getränkt 
und luftblasenfrei in die Blotkammer eingespannt. Anschließend wird 1µl rekombinantes 
YB-1 Protein in einer Konzentration von 300ng/µl im Abstand von 1cm  aufgetragen. Das 
Protein wird unter Vakuum angesaugt. Nach einem Waschschritt mit TTBS erfolgt die 
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen. Dazu wird die Membran eine Stunde 
lang bei Raumtemperatur in 3% Magermilchpulver in Tris-NaCl inkubiert. Anschließend 
wird die Membran dreimal für fünf Minuten in TTBS gewaschen. Nun werden 100µl des 
Zellkulturüberstandes pro Dot aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten 
Morgen werden durch fünfmaliges Waschen in Tris-NaCl nicht gebundene Antikörper 
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entfernt. Dann wird der zweite Antikörper aufgetragen, an den die Meerrettich-Peroxidase 
gebunden ist. Der Nachweis erfolgt mit dem ECL-Kit nach einem erneuten Waschvorgang. 
  
 
Material: 
• Blockierungsreagenz: 
3% Milchpulver in Tris-NaCl 
 
• TTBS 10fach:  
- 1M Tris     12,11 g 
- 5M NaCl   87,66 g 
- Tween-20    5ml  
- ad 1l ddH2O 
-  pH 7,4  
 
 
2.3.7 Einfrieren von Hybridomazellen 
Zur Herstellung eines Zellstocks wird jeweils ein Teil der Hybridomazellen eingefroren. 
Hierzu werden die Zellen bei 1200 x g für 8 Minuten bei 20°C zentrifugiert. Anschließend 
wird das Pellet in Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml-Portionen auf Kryoröhrchen 
verteilt. Die Kryoröhrchen werden in isolierte Einfrierboxen gegeben, die eine optimale 
Absenkung der Temperatur um 1°C pro Stunde ermöglichen und bei -80°C eingefroren. 
Für eine Konservierung der Klone über längere Zeit werden die Röhrchen nach einigen 
Tagen in flüssigen Stickstoff umgelagert. 
 
Zum Auftauen werden die Zellen schnell im Wasserbad knapp über den Gefrierpunkt 
erwärmt und zweimal mit PBS gewaschen. 
 
 
Material: 
• Einfriermedium: 
- 10% DMSO  
- 60% steriles Dulbecco's MEM-Medium  
- 30% FKS  
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2.3.8 Kultivierung der Hybridomazellen in serumfreiem Medium 
Nach der Etablierung von stabilen Klonlinien werden diese auf die Kultivierung in 
serumfreiem Medium umgestellt. Das serumhaltige Medium wird schrittweise durch 
serumfreies Medium ersetzt. 
 
Zunächst werden die Zellen an ein Medium adaptiert, welches zu 75% aus DMEM 
Kulturmedium und zu 25% aus serumfreiem Medium besteht. Nach der Adaptation wird 
der Anteil des serumfreien Mediums auf 50% erhöht. Dies erfolgt in zwei weiteren 
Schritten bis schließlich die Hybridomazellen komplett in serumfreiem Medium wachsen.  
 
Zur Gewinnung größerer Mengen Antikörper werden die Hybridomazellen nach der 
Anpassung an das serumfreie Medium in speziell für die Antikörperproduktion 
hergestellten Celline-Kulturflaschen (Firma BD Biosciences) weiter gezüchtet. 
 
 
Material: 
• Serumfreies Medium (ohne weitere Zusätze) 
 
 
2.3.9 Gewinnung des Zellkulturüberstandes 
Zur Gewinnung der monoklonalen Antikörper aus dem Zellkulturüberstand werden die 
jeweiligen Zelllinien so lange wachsen gelassen, bis die Mehrzahl an Hybridomazellen 
absterben. Die sterbenden Zellen beeinflussen im Allgemeinen nicht die Qualität der 
Antikörper, da diese resistent gegenüber den aus den absterbenden Zellen freigesetzten 
Proteasen sind.  
 
Nach Gewinnung des Zellmediums aus den Zellkulturflaschen wird der Zelldebris durch 
Zentrifugation bei 1000 x g für ca. 10 Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wird 
dekantiert und bei -20°C bis zur weiteren Aufreinigung gelagert. 
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2.3.10 Subklassenbestimmung 
Die Subklassenbestimmung der Antikörper erfolgt mit Hilfe des IsoStrip mouse monoclonal 
antibody isotyping Kit der Firma Roche. Der Antikörper wird an eine Matrix aus gefärbten 
Kügelchen gebunden. Diese wandern durch Kapillarkraft an dem Teststreifen entlang. Am 
Teststreifen sind gegen die Subklassen gerichtete Antikörper immobilisiert. Durch Bindung 
mit dem zu testenden Antikörper an den immobilisierten Antikörper kommt es zu je einer 
Bande die für Klasse und Subklasse spezifisch ist.  
 
Die Zellkulturüberstände werden 1:10 in PBS verdünnt. Von dieser Verdünnung werden 
150µl in das Entwicklungsröhrchen gegeben. Nach einer kurzen Inkubation (30 Sekunden) 
wird das Röhrchen gevortext. Anschließend wird der Detektionsstreifen in das Röhrchen 
gegeben. Nach ungefähr 10 Minuten kann sowohl die Zusammensetzung der leichten und 
schweren Kette, als auch die Antikörpersubklasse auf dem Streifen abgelesen werden.  
 
 
2.3.11 Reinigung monoklonaler Antikörper 
Die Affinitätschromatographie ist eine weit verbreitete Methode zur Antikörperreinigung. Je 
nach IgG-Subtyp wird entweder Protein A-Sepharose oder Protein G-Sepharose 
verwendet (s. Tabelle 2.1). 
 
 
IgG-Subklasse Protein A Protein G 
Maus IgG1 - + 
Maus IgG2a + - 
Maus IgG2b + - 
Maus IgG3 - + 
Tabelle 2.1: Reinigung der Antikörper je nach Subklasse mit Protein A oder G.   
 
 
Zur Aufreinigung werden die Antikörper in serumfreiem Medium kultiviert, damit kein 
Fremd-IgG mit aufgereinigt wird. 
 
Die Aufreinigung erfolgt mit Hilfe des ÄKTAFPLC Systems (Amersham Biosciences) unter 
Verwendung von HiTrap Proteinsäulen nach Angaben des Herstellers. 
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2.3.11.1 Protein A-Chromatographie 
Die Antikörper-Subklassen IgG2a und IgG2b werden mittels Protein A gereinigt. Protein A 
ist ein bakterielles Zellwandprotein von Staphylococcus aureus mit einer spezifischen 
Affinität zur Fc-Region von Immunglobulinen der Klasse G (IgG). Die Bindungsaffinität ist 
pH-abhängig und nach Bindung von Antikörpern in Gegenwart neutraler oder leicht 
alkalischer Puffer lassen sich die Immunglobuline mit einem abfallenden pH-Gradienten 
eluieren. 
 
 
2.3.11.2 Protein G-Chromatographie 
Für Antikörper mit geringerer Bindungsaffinität an Protein A, wie Maus-IgG1 und -IgG3, 
wird Protein G-Sepharose zur Aufreinigung verwendet. Protein G ist ebenfalls ein 
Zelloberflächenprotein und stammt aus Streptokokken der G-Gruppe. 
 
 
2.3.12 Biotinylierung der Antikörper 
Nach der Aufreinigung wird ein Teil der Antikörper biotinyliert. Durch die Biotinylierung mit 
einem Succimid-Ester kann die Spezifität weiter erhöht werden, da sich der Einsatz eines 
Zweitantikörpers erübrigt. Andererseits kann die Biotinylierung jedoch auch die Sensitivität 
negativ beeinflussen. Die biotinylierten Erstantikörper können mit Hilfe des Biotin-
bindenden Proteins Streptavidin detektiert werden. 
 
Da die gereinigten Antikörper in Glycin gelagert werden, erfolgt zunächst eine ausgiebige 
Dialyse bei 4°C gegen Natrium-Borat-Puffer. Die Antikörper werden in einer Konzentration 
von 1-3mg/ml erst zweimal für jeweils drei Stunden dialysiert und anschließend über 
Nacht. Bevor dann die eigentliche Biotinylierung stattfindet, erfolgt am nächsten Morgen 
noch einmal eine einstündige Dialyse. Anschließend stellt man die Biotinlösung her, indem 
man 10mg Biotin in 1ml Dimethylsulfoxid (DMSO) löst. Nun wird pro Milligramm Antikörper 
250µg Biotinester hinzugegeben und vier Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend gibt man 20µl der 1M NH4Cl-Lösung pro 250µg Biotinester hinzu und 
inkubiert die Mischung 10 Minuten lang bei Raumtemperatur. Zur Entfernung 
überschüssigen Biotins wird die Antikörper-Mischung anschließend insgesamt viermal, 
dabei einmal über Nacht, gegen PBS dialysiert. 
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Material: 
• Natrium-Borat-Puffer: 
- 100mM Borsäure   6,18g  
- 50mM Natriumhydroxid 2,0g 
- pH 8,5  
 
• Biotinsuccimidester: 
EZ-linkTM NHS-Biotin N-Hydroxysuccimid-Biotin  
 
• Dimethylsulfoxid  
 
• 1M NH4Cl-Lösung 
 
• PBS 4x: 
- 5,92g Na2HPO4  
- 1,72g KH2PO4  
-   28,8g   NaCl    
- ad 1l ddH2O   
- pH 7,5    
 
 
 
 
 
2.4 Methoden zur Antikörper-Charakterisierung  
 
2.4.1 ELISA 
Der in den 60er Jahren entwickelte Enzym-Immuno-Assay ist in der Immunologie weit 
verbreitet, um Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen mit Hilfe einer enzymatischen 
Farbreaktion nachzuweisen. Die Enzymmarkierung findet deshalb Anwendung, da 
Enzymaktivität schon in sehr geringen Mengen nachweisbar und somit auch geringe 
Mengen an Antigenen / Antikörpern detektierbar sind.  
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2.4.1.1 Direkter ELISA 
Beim direkten ELISA wird das Protein, also das Antigen, an die Festphase einer 
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (wells) gebunden. Die Proteine adsorbieren dabei an 
die Polystyroloberfläche der Mikrotiterplatte durch unspezifische hydrophobe 
Wechselwirkungen. Im direkten ELISA werden sowohl die nicht biotinylierten, als auch die 
biotinylierten  Antikörper auf die Erkennung von rekombinantem YB-1 hin untersucht. Der 
direkte ELISA findet auch Anwendung bei den Kompetitionsversuchen.  
 
Zur Beschichtung wird rekombinantes YB-1-Protein 1:100 in Beschichtungspuffer verdünnt 
(= 300ng/µl) und anschließend werden 100µl dieser Verdünnung pro Vertiefung 
aufpipettiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Morgen wird die Platte viermal 
mit jeweils 200µl PBS/Tween gewaschen. Dann erfolgt die Blockierung mit 2,5% 
Magermilchpulver (200µl pro Vertiefung) bei 37°C für eine Stunde. Nach erneutem 
viermaligem Waschen wird 100µl des gereinigten monoklonalen Antikörpers in einer 
Verdünnung von 1:50 in PBS/Tween hinzugegeben. Einer einstündigen Inkubation bei 
37°C und einem viermaligem Waschschritt folgt die Zugabe des Sekundärantikörpers, 
bzw. bei den biotinylierten Antikörpern des StreptABComplexes. Der Anti-Maus HRP 
gekoppelte Sekundärantikörper wird 1:1000 in PBS/Tween verdünnt. Der 
StreptABComplex wird nach Anweisung des Herstellers angesetzt und 1:50 in TBS 
verdünnt. Die Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur für eine Stunde. Zur Detektion der 
gebundenen Antikörper wird - nach einem erneuten viermaligen Waschschritt – 
Substratarbeitslösung hinzugegeben. Diese enthält den Farbstoff ABTS (2,2´-azino-di-[3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid]), welcher durch Zugabe von H2O2 durch die 
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase) gespalten wird. Es entsteht eine lösliche 
Farbwolke. Die optische Dichte wird in einem Photometer nach 30 Minuten Inkubation bei 
37°C bei einer Wellenlänge von 405 nm im ELISA-Reader gemessen. 
 
Für die Kompetitionsversuche wird das gleiche Protokoll verwendet. Für die Beschichtung 
wird das rekombinante YB-1 auf 1:200 in Beschichtungspuffer verdünnt. Nach der 
Blockierung wird die ELISA-Platte für eine Stunde bei 37°C mit dem nicht biotinylierten 
Kompetitions-Antikörper inkubiert (1:50 verdünnt in PBS/Tween), bevor der biotinylierte 
Detektions-Antikörper (1:50 verdünnt in PBS/Tween) hinzugegeben wird.  
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Material: 
• ELISA-Platte (Flachboden): 
Falcon 353072 MicrotestTM Tissue Culture Plate 96 well 
 
• ELISA-Platte (Rundboden) für Kompetitionsversuche: 
Costar 3366 EiA/RiA Plate 96 well round bottom 
 
• PBS 4x: 
- 5,92g Na2HPO4  
- 1,72g KH2PO4  
- 28,8g NaCl  
- ad 1l ddH2O    
- pH 7,2-7,4    
 
• PBS/Tween 0,05%:  
500µl Tween-20 in 1l 1xPBS 
 
• Beschichtungspuffer: 
 -     15 mM Na2CO3   (1,59g) 
 -     35 mM NaHCO3   (2,94g) 
ad 1l ddH2O  pH 9,6  
 
• 2,5% Milchpulver: 
1,25g Magermilchpulver ad 50ml PBS/Tween 
 
• TBS: 
 -     0,05 M Tris/HCl  (7,88g) 
 -     0,15M NaCl
     
(8,77g) 
- ad 1l ddH2O  pH 7,6  
 
• ABTS-Lösung: 
2% w/v 2g ABTS ad 100ml ddH2O bei 4° C lagern 
 
• H2O2- Lösung:  
1ml 30% (v/v) ad 50ml ddH2O bei 4° C lagern, mit Alufolie lichtdicht verpacken 
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• Substratpuffer: 
- 100mM Citronensäurehydrat (21g)   
- 100mM Na2HPO4     (17,8g)  
- ad  1l ddH2O   
- pH 4,5  
 
• Substratarbeitslösung: (immer frisch ansetzen) 
1ml ABTS 0,4ml H2O2 ad 20 ml Substratpuffer 
 
• ELISA-Reader: 
Dynatech 5000 
 
 
2.4.1.2 Sandwich-ELISA   
Im Sandwich-ELISA wird mit Hilfe von YB-1 Deletionskonstrukten indirekt überprüft, gegen 
welches Epitop die Antikörper gerichtet sind.   
 
Die Beschichtung erfolgt mit den nicht biotinylierten monoklonalen Antikörpern. Die 
Testung der Antikörper erfolgt jeweils in duplo und überkreuzt. Das heißt, die Platte wird 
mit jedem Antikörper beschichtet mit dem auch nachher detektiert wird. Als Antigen 
werden YB-1 Deletionsproteine verwendet, an deren C-Terminus ein GFP-tag angefügt ist. 
Eine Übersicht über die verschiedenen Fragmente gibt Abbildung 3.19.   
 
Die Methode erfolgt nach demselben Prinzip wie der direkte ELISA. Die Rundboden-Platte 
wird mit 100µl Antikörper in einer Verdünnung von 1:100 in Beschichtungspuffer 
beschichtet. Nach Blockierung mit 2,5% Magermilch werden die jeweiligen YB-1 
Deletionsproteine in einer Verdünnung von 1:100 aufgetragen, die Inkubation erfolgt für 
eine Stunde bei 37°C. Zur Detektion werden die biotinylierten monoklonalen Antikörper in 
einer Verdünnung von 1:50 eingesetzt.  
 
 
Material: 
(siehe direkter ELISA)  
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2.4.2 Western Blot 
Der Western Blot erlaubt das spezifische Erkennen von Proteinen mittels Antikörper. Zu 
diesem Zweck werden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulose-Membran geblottet und anschließend mit einem Antikörper detektiert 
(Immunblot).  
 
 
2.4.2.1 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Proteine werden mittels der sogenannten SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gel 
Elektrophorese) aufgetrennt. Für die Auftrennung und Erkennung der Proteingröße 
müssen die Proteine denaturiert sein. Die Proben werden vor der Beladung in die 
Geltaschen im Probenpuffer nach Laemmli100 bei 96°C vier Minuten lang aufgekocht. Der 
Probenpuffer nach Lämmli enthält sowohl SDS als auch ß-Mercaptoethanol. SDS bewirkt 
zum einen eine Denaturierung der Proteine und zum anderen bindet das negativ geladene 
SDS an die Proteine und bewirkt so eine einheitlich-negative Ladung. Daher wandern die 
Proteine zum Pluspol. Mit ß-Mercaptoethanol erreicht man eine Linearisierung der 
Proteine durch Auflösung von Disulfidbrücken.  
 
Bei der Detektion der YB-1 Deletionsproteine erfolgt die SDS-PAGE unter nicht 
reduzierenden Bedingungen. Hierzu werden die Deletionsproteine in nicht 
denaturierendem Probenpuffer, d.h. ohne ß-Mercaptoethanol und ohne EDTA-Zugabe 
aufgenommen und anschließend erhitzt. 
 
Im Sammelgel werden die Proben gesammelt und anschließend im Trenngel (Resolving-
Gel), dem unteren Teil des Gels, der Größe nach aufgetrennt. Die SDS-PAGE wird mit 
einem BIORAD-Gelelektrophorese-System durchgeführt.  
 
Nach gründlicher Reinigung der Glasplatten mit Aqua dest. und 70%iger Ethanollösung 
werden die zwei getrockneten Platten gegeneinander in die Apparatur zum Gießen der 
Gele eingespannt. Anschließend wird die Gellösung hergestellt.  
 
 
 
 
2.4 Methoden zur Antikörper-Charakterisierung 
 
39 
Resolving Gel    12,5%      10%      7,5% 
(je 4 Stück)       10,4 ml     6,8ml  5ml  Acryl.-Bis 30%   
                          6,3 ml          5ml       5ml  Resolving buffer   
               250 µl      200µl  200µl  SDS 10% 
               7,1 ml           8ml  9,6ml  H2O 
               2,5 µl          20µl       16µl  Temed  
               125 µl      200µl  160µl  APS 10%  
 
 
Die Gellösung wird so zwischen die zwei Glasplatten gegossen, dass oben noch 
genügend Platz für das Sammelgel ist. Anschließend wird das Trenngel mit Aqua dest. 
überschichtet um eine gleichmäßige Geloberfläche zu erhalten. Nach ungefähr 30 Minuten 
ist die Polymerisation abgeschlossen und das Wasser kann mit Hilfe eines Filterpapiers 
abgesogen werden. Nun wird das 4% Sammelgel (Stacking-Gel) wie folgt hergestellt und 
auf das polymerisierte Trenngel gegossen.  
 
 
Stacking-Gel  4%   4 Stück  
      1,3 ml    Acryl.-Bis 30%  
                      2,5 ml  Stackingbuffer  
         100 µl  SDS 10% 
        6,1 ml    H2O 
                        10 µl     Temed 
                 50 µl  APS 10% 
 
 
Unmittelbar im Anschluss werden vorsichtig, um Luftblasen zu vermeiden, die BIORAD-
Kämme eingefügt, um die Probentaschen zu bilden.  
 
Nach der Polymerisation des Sammelgels werden die Glasplatten mit den gegossenen 
Gelen aus der Apparatur entnommen und in die Gelelektrophorese-Apparatur 
eingespannt. Nach Einsetzung der Gele in die Elektrophoresekammer wird die Kammer 
mit Running Buffer gefüllt. Die Geltaschen können anschließend mit den Proben beladen 
werden.  
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Die Gelkammer wird an ein Spannungsgerät angeschlossen. Die Proben durchlaufen das 
Sammelgel bei 100V. Nach Erreichen des Trenngels wird die Spannung auf 150V 
hochgestellt.  
 
Anschließend kann das Gel aus der Apparatur entfernt werden und es erfolgt das Blotten 
auf eine Nitrozellulosemembran oder die Färbung des Gels nach Coomassie-Blau. 
 
 
2.4.2.2 Blotten 
Nach Entfernung der kleineren Glasplatte wird das Gel mitsamt der größeren  Glasplatte  
für 5 Minuten in Transferpuffer gewaschen. Dies dient dem Auswaschen des SDS.  
 
Dann erfolgt der Sandwich-Aufbau der Blotkammer. Die immer noch negativ geladenen 
Proteine wandern dem Strom folgend auf die Membran und werden dort gebunden.  
 
 
Sandwich Aufbau: 
    Kathode 
    Schwamm 
    Whatman-Filter 
    Gel 
    Nitrocellulose-Folie 
    Whatman-Filter 
    Schwamm 
    Anode 
 
 
Die Proteine werden bei 100V über 75 Minuten auf die Membran geblottet.  
 
Nach dem Transfer wird die Membran dreimal für jeweils 10 Minuten in TTBS gewaschen. 
Die Blockierung erfolgt in 5% Magermilchlösung bei Raumtemperatur. Nach einem 
erneuten dreimaligen Waschschritt in TTBS wird der primäre Antikörper auf die Membran 
gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wird die Membran erneut 
dreimal für jeweils 10 Minuten in TTBS gewaschen, bevor der Zweitantikörper, bzw. bei 
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biotinylierten Primärantikörpern der StreptABComplex/HRP, hinzugegeben wird. Die 
Inkubation erfolgt für eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wird die Membran 
wiederum dreimal mit TTBS gewaschen und mit Hilfe des ECL-Systems entwickelt.  
 
 
Material: 
• Resolving buffer:  
1,5 M Tris Base pH 8,8 
 
• APS 10 %:  
Ammonium persulfat 100 mg/ml 
 
• Stacking buffer 4fach:  
0,5M Tris Base (HCl) pH 6,8  
 
• SDS-Running Buffer 10fach: 
- 30g Tris  
- 144g Glycine  
- 10g  SDS   
- ad 1 Liter H2O 
- pH muss bei ungefähr 8,6 liegen, ansonsten Lösung verwerfen 
 
• Proben Puffer denaturierend 2fach:      
- 2,4ml H2O 
- 2,4ml Stacking Buffer (4x) 
- 2,0ml Glycerol 
- 2,0 ml SDS (10%) 
- 200µl Bromphenolblau (1%) 
- 40µl EDTA (0,5M) 
- 1,0ml ß-Mercaptoethanol 
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• Proben Puffer nicht-denaturierend 2fach:      
- 3,4ml H2O 
- 2,4ml Stacking Buffer (4x) 
- 2,0ml Glycerol 
- 2,0 ml SDS (10%) 
- 200µl Bromphenolblau (1%) 
 
• Transferpuffer 1fach:   
- 25 mM  Tris    
- 20Vol% Methanol   
- 190 mM Glycin           
- ad 1liter ddH2O 
 
• TTBS 10fach:  
- 1M Tris      
- 5M NaCl   
- 5 ml Tween-20     
- ad 1liter ddH2O 
- pH 7,4  
 
• StreptABComplex/HRP:  
DAKO, Ref: K0377, Lot: 00012270, 1:50 verdünnt in TBS 
 
 
2.4.2.3 Strippen von Western Blots 
Um Membranen nochmals mit einem anderen Antikörper untersuchen zu können, wird die 
Nitrozellulose-Membran 5 Minuten lang in TTBS gewaschen und dann zweimal für jeweils 
30 Minuten in Stripping-Puffer inkubiert. Anschließend wird die Membran 30 Minuten lang 
in TTBS gewaschen, bevor sie für weitere 30 Minuten in 5% Magermilchlösung inkubiert 
wird. Dann wird die Membran noch mal kurz für 5 Minuten gewaschen und mit primärem 
Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Material: 
• Stripping Puffer: 
- Glycine  7,5g 
- SDS   0,5g 
- Tween-20 5ml 
- ad 500ml ddH2O 
- pH 2,2 
 
 
2.4.2.4 Coomassie-Färbung 
Im SDS-Gel aufgetrennte Proteine können mit der Coomassie-Färbung sichtbar gemacht 
werden. Auf diese Weise kann z.B. die Reinheit von rekombinant hergestelltem YB-1 
nachgewiesen werden.  
 
Nach der SDS-PAGE wird das Gel aus der Gelapparatur entnommen und für 30 Minuten 
in Coomassie-Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung erfolgt anschließend über 45 
Minuten, wobei nach jeweils 15 Minuten die Entfärbelösung gewechselt wird.  
 
 
Material: 
• Coomassie-Färbelösung: 
- 0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250 
- 40% (v/v) Methanol 
- 10% (v/v) Essigsäure 
 
• Coomassie-Entfärbelösung: 
- 30% (v/v) Methanol 
- 10% (v/v) Essigsäure 
- 60% (v/v)  Aqua bidest 
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2.5 Herstellung der YB-1 Deletionsproteine 
 
2.5.1 Plasmidgewinnung 
Die Plasmidamplifikation erfolgt in Bakterien, die auf antibiotikahaltigen Kulturplatten 
selektiv angezüchtet werden. Für die Aufreinigung werden vorbereitete Kits von der Firma 
JetStar verwendet.  
 
Vor der eigentlichen Plasmidgewinnung werden die Bakterien in einer Vorkultur 
angezüchtet. Die Vorkultur wird dann in 300ml antibiotikahaltigem LB-Medium über Nacht 
bei 37°C im Schüttler bei 220U/min. angezüchtet. 
 
Am nächsten Morgen wird die Bakteriensuspension bei 4000U/min 10 Minuten lang 
pelletiert. Das Pellet wird in 10ml E1-Lösung (Resuspensionspuffer) mit RNase 
resuspendiert. Anschließend erfolgt die Zelllyse durch Zugabe von 10ml E2-Lösung. Das 
Zentrifugenröhrchen wird vorsichtig geschwenkt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zur Neutralisation wird im Anschluss 10ml E3-Lösung hinzugegeben und wieder 
erfolgt ein vorsichtiges Schwenken des Röhrchens. Nach der Zentrifugation (bei 
maximaler Umdrehung/min., 10 Minuten, bei Raumtemperatur) wird der Überstand auf die 
mit Equilibrierungspuffer (Lösung E4) vorbereitete Säule gegeben. Mit Hilfe des 
Waschpuffers (Lösung E5, 60ml) werden nicht gebundene Bestandteile aus der Säule 
entfernt. Die gebundene Plasmid-DNA wird durch Lösung E6 eluiert und der Durchfluss 
gesammelt und mit 10,5ml Isopropanol versetzt. Nach Abzentrifugation (maximale 
Umdrehung/min, 4°C, 30min.) wird der Überstand verworfen und das Pellet in 10ml 70% 
Ethanol resuspendiert und danach erneut zentrifugiert (maximale Umdrehung/min, 4°C, 
10min.). Der Ethanolüberstand wird vorsichtig abgegossen und das Pellet nach 
vollständigem Trocknen in sterilem Aqua ad injectabile aufgenommen. 
 
Anschließend erfolgt die Dichte-Messung. Die DNA wird nun so in Aqua ad injectabile 
verdünnt und auf verschiedene Eppendorff-Gefäße verteilt, dass man 100µg DNA in 100µl 
Aqua ad injectabile pro Gefäß erhält. Zu der DNA werden 10µl Na-Acetat hinzugegeben 
und anschließend in doppeltem Volumen, also 200µl, Ethanol absolut präzipitiert. Die so 
präparierte Plasmid-DNA wird bei -20°C eingefroren und muss vor der Transfektion 
aufbereitet werden.   
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2.5.1.1 Herstellung einer Glycerolkultur 
In der Glycerolkultur können die transformierten Bakterien bei -80°C gelagert werden und 
bei Bedarf als Stock für die Übernachtkultur in einer Vorkultur neu angezüchtet werden.  
 
Nach der Hitzeschock-Transformation (s. Kapitel 2.2.3) werden 600µl Bakterien in LB-
Medium aus der Übernacht-Kultur in 600µl sterilem 100% Glycerol suspendiert. Die 
Mischung wird kurz gevortext und anschließend zügig bei -80°C eingefroren und gelagert. 
 
 
2.5.2 Transfektion 
Zur Herstellung der YB-1 Deletionskonstrukte werden humane embryonale Nierenzellen 
(HEK 293T) mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert. HEK293T sind humane embryonale 
Nierenzellen, die mit dem T-Zell Antigen des Affenvirus 40 (SV40-large T-Antigen) 
immortalisiert wurden.  
 
 
2.5.2.1 Kultivierung der HEK-Zellen 
Die Kultivierung der HEK293T-Zellen erfolgt bei 37°C in einem Brutschrank mit einer 
5%igen CO2-Begasung. Die Zellen werden in 75cm2 Zellkulturflaschen kultiviert. Das 
Medium wird alle 3 Tage erneuert. Etwa alle 5-7 Tage werden die Zellen in eine neue 
Zellkulturflasche passagiert. Hierbei wird die Zellzahl reduziert, um ein regelmäßiges 
Wachstum zu gewährleisten. Zum Passagieren der Zellen wird das Medium abgesaugt 
und der Zellrasen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Zellen werden durch 20% 
Trypsin-EDTA-Lösung in PBS nach etwa 3-5 Minuten vom Flaschenboden gelöst. Die 
Trypsinaktivität wird durch Zugabe von FKS-haltigem Medium gestoppt und die Zellen 
werden durch gleichmäßiges mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt.  
 
Etwa 1/5 bis 1/20 des Volumens wird in eine neue Zellkulturflasche gegeben und mit 10ml 
frischem, steril filtriertem Medium aufgefüllt. 
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Material: 
• Zellmedium: 
- 500 ml Dulbecco's modified Eagles medium: DMEM:F-12 + Glutamax  
- 50 ml steril filtriertes fetales Kälberserum (FCS) 
- 100 U/ml Penicillin 
- 100 µg/ml Streptomycin 
 
 
2.5.2.2 Transiente Transfektion von HEK293T Zellen 
Die Transfektion der HEK293T Zellen erfolgt mit Hilfe der Calcium-Phosphat-Methode. Die 
einzuschleusende DNA wird in einem Calcium-haltigen Puffer auf die Zellen gegeben. In 
diesem Puffersystem bilden sich Ca2+ - DNA-Präzipitate, welche von den Zellen erleichtert 
aufgenommen werden. Die folgenden Mengen- und Konzentrationsangaben beziehen sich 
auf jeweils einen Transfektionsansatz in einer 75cm²-Zellkulturflasche. 
 
Am Tag vor der Transfektion mit den jeweiligen Plasmiden werden die Zellen gesplittet, so 
dass man ungefähr 2 x 106 Zellen pro Flasche erhält.  
 
Vor der Transfektion werden die bei -20°C eingefrorenen Plasmide aufbereitet und der 
DNA-Gehalt bestimmt. Zur Entfernung des Ethanols wird die präzipitierte DNA bei 14000 
rpm für 20-30 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig abgenommen 
und verworfen. Zur Reinigung des Pellets wird im Anschluss das Eppendorff-Gefäß mit 
70% Ethanol gefüllt, ohne das Pellet dabei zu resuspendieren. Nach Zentrifugation bei 
wiederum 14000 rpm für 10 Minuten wird der Überstand unter der sterilen Arbeitsbank 
abpipettiert und verworfen. Das die DNA enthaltende Pellet wird unter der sterilen 
Arbeitsbank getrocknet und anschließend in 100µl sterilem Aqua ad injectabile 
aufgenommen (finale DNA-Konzentration 1µg/µl).   
 
Am Tag der Transfektion werden die Zellen mit 10ml frischem Medium versorgt. 
Anschließend werden die Puffer in zwei Polystyrene Falcon-Röhrchen pipettiert. Hierzu 
wird in das erste Röhrchen 240µl 2x HBS gegeben. In ein zweites Röhrchen wird zunächst 
TE-Puffer vorgelegt, dessen Volumen nach folgender Formel berechnet wird: 210µl 
abzüglich des Plasmid-DNA-Volumens in µl. Dann werden 20µg Plasmid-DNA und 
anschließend unter leichtem Vortexen 30µl Calciumchlorid zugeführt. Der Inhalt des 
zweiten Röhrchens wird im Anschluss unter vorsichtigem Vortexen in das erste Röhrchen 
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mit dem 2x HBS hineingetropft. Diese Mischung lässt man nun 45 Minuten lang bei 
Raumtemperatur stehen, damit sich die feinkörnigen DNA - Calciumphosphat-Präzipitate 
bilden können. Anschließend wird die Flüssigkeit direkt auf die Zellen getropft. 20µl 
Chloroquin pro Flasche werden zusätzlich in das Medium geben um eine lysosomale 
Degradation der DNA zu hemmen und die DNA-Aufnahme zu erleichtern. Die Zellen 
werden nun bei 37°C im Brutschrank bebrütet. Nach 5 Stunden wird das Medium 
vorsichtig absaugt und die Zellen werden mit 15ml frischem Medium versehen. Nach 24-
36h kann man die Zellen ernten und Zellextrakt herstellen. 
 
 
Material: 
• CaCl2:  
2M Calciumchlorid (autoklaviert) 
 
• 2x HBS 
- 280mM NaCl   (8,18g) 
- 50mM HEPES   (5,96g) 
- 1,5mM Na2HPO4 (0,11g) 
- ad 500ml ddH2O 
- pH 7,2 (mit NaOH einstellen), autoklaviert 
 
• Chloroquin (Sigma): 
- 25mM Chloroquin  (12,8 mg/ml) 
- sterilfiltriert 
   
• TE: 
- 10mM Tris 
- 1mM EDTA 
- pH 7,4 (autoklaviert o. sterilfiltriert) 
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2.5.3 Herstellung von Zelllysaten 
Wie aus Abbildung 3.19 ersichtlich, ist die subzelluläre Lokalisation der YB-1 
Deletionsproteine unterschiedlich. Zur Gewinnung der exprimierten Proteine ist daher für 
die Fragmente K0, K3 und K15 die Herstellung von Zelllysaten notwendig. Die Fragmente 
K4, K5, K7, K10 und K11 können auf Grund ihrer vorwiegenden Kernlokalisation durch 
Aufbrechen der Kerne gewonnen werden.  
 
 
2.5.3.1 Herstellung von zytoplasmatischem Lysat 
Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgen alle auf Eis. Zur Gewinnung von im Zytoplasma 
lokalisierten Proteinen werden die Zellen zunächst geerntet. Hierzu wird der Überstand 
abgesaugt. Die adhärenten Zellen werden mit 10 ml eiskalter PBS-Lösung gewaschen. 
Durch Spülen mit 5ml PBS-Lösung und Abschaben mit dem Zellschaber werden die Zellen 
gelöst und in ein Falcon-Röhrchen gegeben. Nach der Zentrifugation (6 Minuten bei 4°C 
und 1200 U/min) wird der Überstand verworfen. Die Zellen werden in 1ml eiskalter PBS-
Lösung resuspendiert und in ein Eppendorff-Hütchen überführt und 1 Minute lang bei 
2000rpm und 4°C abzentrifugiert.  
 
Nun erfolgt das Schwellen und Aufbrechen des Cytoplasmas. Hierzu wird das Zellpellet in 
400µl Puffer A aufgenommen und mit der Pipette resuspendiert. Anschließend lässt man 
die Zellsuspension 10 Minuten lang auf Eis schwellen. Bevor die Zellkerne abzentrifugiert 
werden (1 Minute 2000rpm 4°C), wird das Eppendorff-Hütchen kurz gevortext. Der 
Überstand, also das zytoplasmatische Extrakt, wird vorsichtig abpipettiert und in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren, bevor es bei -80°C eingefroren und gelagert wird. 
 
 
Material: 
• PBS   
• Puffer A (50ml Stocklösung): 
- HEPES pH7,9  2M          250µl/50ml 
- MgCl2               1M            75µl/50ml 
- 10mM KCl     2M          250µl/50ml 
- Proteaseinhibitoren s.u., frisch dazupipettieren 
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• Proteaseinhibitoren: 
- 200mM PMSF:            5µl/5ml 
- 1M DTT:               2,5µl/5ml 
- 100mM Na-Vanadat: 10µl/5ml 
 
• PMSF 0,2M:  
0,348g PMSF auf 10ml Ethanol, Lösung max. 4Wo. haltbar   
 
• DTT(Dithiothreitol) 1M: 0,308g DTT auf 2ml H2O 
  
 
2.5.3.2 Herstellung von Kernextrakten 
Ebenso wie bei der Herstellung von zytoplasmatischem Lysat finden alle Arbeiten auf Eis 
statt. Die Aufbrechung der Kerne erfolgt im Anschluss an das Schwellen und Aufbrechen 
des Zytoplasmas. Nach der Zentrifugation und Abnahme des Zytoplasmaüberstandes wird 
die Zellkernfraktion in 100µl Puffer C resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Das 
Kerngerüst wird anschließend bei 14000 rpm und 4°C 2Minuten lang abzentrifugiert. Der 
Überstand, also die extrahierte Kern-Proteinfraktion, wird in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
 
 
Material: 
• Siehe Herstellung von zytoplasmatischem Lysat 
 
• Puffer C 
- 20mM HEPES/KOH pH 7,9 
- 1,5mM MgCl2 
- 420mM NaCl 
- 0,2mM EDTA 
- 25 Vol-% Glycerol 
- 0,2mM PMSF 
- 0,5mM DTT 
- 1mM Na-Vanadat 
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2.6 Immunhistologische Färbung 
 
Die monoklonalen Antikörper werden zur Färbung von Schnittpräparaten eingesetzt. Zur 
Gewebefärbung wird in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe verwendet.  
 
Zunächst werden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und anschließend durch die 
absteigende Alkoholreihe in ein wässriges Milieu überführt. Um die endogene Peroxidase 
zu blockieren und somit eine unspezifische Färbung zu vermeiden, werden die Schnitte für 
30 Minuten in eine Küvette mit 250ml Aqua dest. und 8ml H2O2 gestellt. Danach werden 
die Schnitte in der Küvette kurz fließend gewässert und anschließend in PBS inkubiert. Im 
Anschluss erfolgt die Mikrowellenbehandlung. Hierzu wird die Küvette mit Citratpuffer 
gefüllt und bei 600W 8 Minuten lang in der Mikrowelle erhitzt. Dieser Schritt wird dreimal 
wiederholt, wobei nach jeweils 8 Minuten gegebenenfalls der Citratpuffer aufgefüllt werden 
muss.  
 
Wenn die Küvette abgekühlt ist, wird der Citratpuffer abgekippt und die Küvette mit PBS-
Lösung aufgefüllt. Nach dem Aufziehen der Schnitte auf Coverplates wird der biotinylierte 
Primärantikörper verdünnt in Milchpulver aufgetragen und über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank inkubiert.  
 
Am nächsten Morgen wird die Kammer auf Raumtemperatur aufgewärmt und die Schnitte 
mit PBS-Lösung gewaschen. Die Inkubation des ABC-Komplexes (biotinylierter Avidin-
Meerrettich-Peroxidase-Komplex) erfolgt im Anschluss bei Raumtemperatur für eine 
Stunde. Als Substrat für die Meerrettich Peroxidase wird nach einem erneuten 
Waschschritt mit PBS aktiviertes DAB (3,3’Diamino-benzidin-tetrahydrochlorid Dihydrat) 
hinzugegeben und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Spülen der Küvette 
mit Wasser werden die Schnitte 15 Sekunden lang in Hämalaunlösung gegengefärbt. Zum 
Bläuen werden die gefärbten Präparate 5 Minuten in Wasser gestellt. Anschließend wird 
den Schnitten mit der aufsteigenden Alkoholreihe Wasser entzogen. Nach Inkubation in 
Xylol werden die gefärbten Schnitte mit einem Deckglas unter Verwendung eines 
xylolhaltigen Mikroskopiereinschlussmittels eingedeckt. 
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Material: 
• PBS-Lösung: 
- 9,55g PBS (Biochrom AG)  
- ad 1l Aqua dest. 
 
• Citratpuffer: 
- 2g Zitronensäure 
- ad 1l Aqua dest. 
- pH 6,0 
 
• 1% Milchpulver: 
- 0,5g Magermilchpulver 
- ad 50ml PBS 
 
• Vectastain ABC-Kit: 
Lösung A und B jeweils 1:50 verdünnt in 1% Milchpulver, 100µl pro Schnitt 
 
• DAB-Substrat (Ansatz für eine Küvette): 
- 0,3g Tris  
- ad 50ml Aqua dest. 
- pH 7,6  
- drei DAB Tabletten hinzugeben 
- Gefäß lichtgeschützt ½h rühren  
- DAB Substrat filtrieren 
- 30µl 30% H2O2  zugeben 
- dieses aktivierte DAB-Substrat ist für ungefähr 10 Minuten aktiv 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Herstellung monoklonaler Antikörper 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung monoklonaler 
Antikörper gegen YB-1. Ausgangspunkt der Arbeit war die Etablierung stabiler 
Hybridomazelllinien zur Produktion der Antikörper. Hierzu wurden Mäuse mit gereinigtem 
rekombinantem YB-1 Protein immunisiert. Nach Gewinnung der Milzzellen erfolgte die 
Fusion mit den Myelomazellen nach einem abgewandelten Protokoll nach der Methode 
von Milstein und Köhler.  
   
 
3.1.1 Immunisierung von BALB/c Mäusen 
Zur Herstellung monoklonaler Antikörper wurden acht Wochen alte weibliche BALB/c 
Mäuse eingesetzt. Die Immunisierung erfolgte durch subkutane und intraperitoneale 
Injektion von 100µg gereinigtem rekombinantem YB-1 Protein, das in komplettem 
Freud´schen Adjuvans aufgenommen wurde. 
 
Die Antikörpertiterbestimmung der polyklonalen Mausseren erfolgte vier Wochen nach der 
ersten Immunisierung mit Hilfe eines Dot blots. Den Mäusen wurde sowohl vor der 
Immunisierung (Prä-Immunserum), als auch zum Vergleich vier Wochen und sechs 
Wochen nach der ersten Immunisierung (Postserum) Blut aus der Schwanzvene 
entnommen.  
 
Auf die Membran wurde 3µl rekombinantes YB-1 Protein gedottet. Als Zweitantikörper 
wurde ein HRP gekoppelter Ziege Anti-Maus Antikörper verwendet. Mäuse mit einem 
hohen Antikörpertiter wurden für die Fusion ausgewählt und erhielten sechs Wochen nach 
der ersten Immunisierung eine erneute Immunisierung.  
 
Abbildung 3.1 zeigt den Dot blot der Antikörperseren, die vier bzw. sechs Wochen nach 
der ersten Immunisierung gewonnen wurden. Im Vergleich zum Serum welches vor der 
ersten Immunisierung entnommen wurde (Präserum) zeigt sich bereits vier Wochen nach 
der ersten Immunisierung ein starker Anstieg des Anti-YB-1 Antikörpertiters. Durch die 
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Boosterung sechs Wochen nach der ersten Immunisierung kann ein weiterer Anstieg des 
Anti-YB-1 Antikörpertiters beobachtet werden. Anhand dieses Dot Blots kann also von 
einer Immunisierung ausgegangen werden.  
 
 
  
Abbildung 3.1: Dot Blot der Prä- und Postimmunsera der immunisierten Mäuse. Im Vergleich zum Prä-
Immunserum tritt bereits vier Wochen nach der ersten Immunisierung ein starker Anstieg des Anti-YB-1 
Antikörpertiters auf. Dieser wird durch die Boosterung sechs Wochen nach der ersten Immunisierung noch 
deutlich verstärkt. 
  
 
3.1.2 Zellfusion und Selektion der Hybridomazellklone 
Zur Zellfusion wurden die immunisierten Mäuse getötet und die jeweilige Milz steril 
entnommen. Nach der Gewinnung der Milzzellen erfolgte die Fusion mit den 
Myelomazellen (X63-Ag8/653-Zellen) zur Produktion spezifischer Antikörper nach der 
Methode von Köhler und Milstein96. Abbildung 3.2 gibt einen schematischen Überblick 
über die Herstellung monoklonaler Hybridomazellen wieder. 
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Herstellung monoklonaler Hybridomazellen. Nach 
Immunisierung der Maus mit rekombinantem YB-1 wird die Milz entnommen. Die Lymphozyten sind nicht in 
der Lage in Kultur zu überleben, daher erfolgt die Fusion mit teilungsfähigen Myelomazellen. Fusionierte 
Zellen werden mit HAT-Medium selektioniert. Nach Gewinnung und Testung der Überstände werden die 
Hybridomazellen „monoklonal“ rekloniert und kultiviert. Die Überstände mit den monoklonalen Antikörpern 
gegen YB-1 werden gereinigt. Modifiziert nach: Kuby, Immunology 
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Die zur Fusion verwendete Maus-Myelomazelllinine X63-Ag8/653 (BALB/c) besitzt nicht 
das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT). Mit Hilfe dieses 
Enzyms können normalerweise im so genannten Ersatz-Synthese Weg (salvage 
pathway), die beim Abbau der Nukleotide entstehenden Purinbasen Adenin, Guanin und 
Hypoxanthin wieder verwendet werden. Aufgrund des Enzymmangels können diese Zellen 
Nukleotide nur in der „de-novo-Biosynthese“ herstellen.  
 
Zur Selektion von Zellen mit Enzymmangel wird die Zelllinie vor der Fusion in einem 
Medium kultiviert, welches toxisches 8-Azaguanin, ein Hypoxanthin-Analogon, enthält. 
Zellen mit Enzymdefekt können im „salvage pathway“ daraus kein toxisches GTP 
umsetzen und überleben daher im Gegensatz zu den Zellen, die dieses Enzym besitzen. 
Auf diese Weise werden Zellen mit Enzymdefekt selektioniert.  
  
Mit Hilfe des HAT-Mediums (Abbildung 3.3) können fusionierte Hybridomazellen 
gegenüber nicht fusionierten Zellen selektioniert werden. Die Myelomazellen ohne die 
HGPRT sterben in einem Medium, welches Hypoxanthin, Aminopterin oder Thymidin 
enthält (HAT-Medium), da sie nicht in der Lage sind Purine und Pyrimidine über den 
„Salvage Pathway“ herzustellen. Aminopterin führt zu einer Blockade der TTP- und GTP- 
Neu-Synthese. Die B-Lymphozyten aus der Milz sind nicht in der Lage in Kultur zu 
überleben, besitzen allerdings das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase. Dieses Enzym ist in der Lage aus Hypoxanthin GTP herzustellen. Bei einer 
Fusion beider Zellen kann nun die Purinsynthese wieder über Hypoxanthin und den 
„Salvage Pathway“ stattfinden und das Fusionsprodukt beider Zellarten ist in der Lage, in 
Kultur zu überleben. 
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Abbildung 3.3: Prinzip des HAT-Mediums zur Selektion der Hybridomazellen. Nicht fusionierte B-
Lymphozyten sind nicht in der Lage, in Kultur zu überleben. Aufgrund eines Mangels an Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyl-Transferase sterben nicht fusionierte Myelomazellen in HAT-Medium, da sowohl der 
„Salvage Pathway“, als auch die „de-novo-Synthese“ von Nukleotiden nicht möglich ist. Fusionierte 
Hybridomazellen nutzen die Eigenschaften beider Zellen. Sie sind somit teilungsfähig und, aufgrund des 
Enzyms aus den B-Lymphozyten, in der Lage den „Salvage Pathway“ in der Nukleotid-Herstellung zu 
nutzen.  
 
 
3.1.3 Testung der Überstände  
Die Überstände der „polyklonalen“ Hybridomaklone wurden im Dot Blot auf die Produktion 
von spezifischen Antikörpern gegen rekombinantes YB-1 getestet. Abbildung 3.4 zeigt 
beispielhaft das Ergebnis eines solchen Dot Blots.  
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Abbildung 3.4:Testung der polyklonalen Überstände im Dot Blot. Am Beispiel der polyklonalen Zelllinie 
IV werden in dieser Abbildung Überstände positiver polyklonaler Hybridomazellen gezeigt. Die positiv 
eingestuften Klone wurden monoklonal rekloniert und diese monoklonalen Überstände wiederum auf die 
Detektion von rekombinantem YB-1 hin getestet.   
 
 
Positive Klone wurden nach dem Prinzip der limitierenden Verdünnung „monoklonal“ 
rekloniert. Es erfolgte eine erneute Testung der Überstände im Western Blot. 
Anschließend wurden sechs „monoklonale“ Klone für die weiteren Versuche ausgewählt. 
Sie erhielten Ländernamen (Deutschland, Frankreich, Italien, Portugal, Schweden und 
Spanien) zur besseren Unterscheidung. Die Kultivierung dieser Klone erfolgte zunächst in 
serumhaltigem Medium, welches schrittweise durch serumfreies Medium ersetzt wurde.  
 
 
3.1.4 Bestimmung der Immunglobulin-Klassen 
Die Subklassenbestimmung zeigte, dass drei Antikörper zur Subklasse IgG2b und drei 
Antikörper zur Klasse IgG1 gehören. Eine Übersicht gibt Tabelle 3.1. Es fand kein 
Subklassen-Switch statt. 
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Antikörper Subklasse 
Deutschland IgG2b 
Portugal IgG2b 
Frankreich IgG2b 
Italien IgG1 
Schweden IgG1 
Spanien IgG1 
 
Tabelle 3.1 Subklassenbestimmung der monoklonalen Antikörper. Die Antikörper Deutschland, Portugal 
und Frankreich gehören zur Antikörper-Subklasse IgG2b, die Antikörper Italien, Schweden und Spanien zur 
Subklasse IgG1.  
 
 
3.1.5 Reinigung und Biotinylierung der monoklonalen Antikörper 
Die Reinigung der serumfreien Zellkulturüberstände erfolgte säulenchromatographisch 
über Bindung an Protein G (Antikörper der Subklasse IgG1) bzw. über Protein A 
(Antikörper der Subklasse IgG2b). Nach der Reinigung wurde photometrisch die 
Konzentration der Antikörper bestimmt und die Antikörper erhielten neben dem 
Ländernamen eine Lot-Nummer, mit der die jeweilige Charge identifiziert werden kann.    
 
Im Anschluss an die Reinigung wurde ein Teil jeder Antikörper-Charge biotinyliert, der 
anderere Teil wurde in der nicht biotinylierten Form untersucht. Die Biotinylierung erfolgte 
mittels Succimid-Ester. Durch das Biotin-bindende Protein Streptavidin, an das wiederum 
die Meerrettich-Peroxidase gebunden ist, konnten die biotinylierten Antikörper 
nachgewiesen werden.  
 
Allgemein erfolgt die Biotinylierung unspezifisch an freien Aminogruppen des Antikörpers, 
meist sind dies Lysylreste. Formt die biotinylierte Aminogruppe jedoch die Antigen-
Bindungsstruktur des Antikörpers, kann es durch die Biotinylierung zu einem Verlust der 
Aktivität kommen. Andererseits erübrigt sich aber durch die Biotinylierung des Erst-
Antikörpers der Einsatz eines Zweit-Antikörpers, was letztendlich zu weniger 
unspezifischem Hintergrund führt. Auch kann es durch die Biotinylierung zu einer 
Signalverstärkung kommen, da mehr Meerrettich-Peroxidase an Streptavidin gebunden 
vorliegt und umgesetzt werden kann. 
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Nachdem die Überstände der monoklonalen Antikörper im Western Blot getestet wurden 
und sechs monoklonale Antikörper ausgewählt wurden, erfolgte eine erneute Testung 
gegen rekombinantes YB-1 Protein im Western Blot und im ELISA nach der Reinigung 
und Biotinylierung der Antikörper. Damit konnte untersucht werden, ob durch die 
Biotinylierung der Antikörper seine Sensitivität eingebüßt hat. Sowohl im ELISA, als auch 
im Western Blot konnte gezeigt werden, dass die Antikörper spezifisch gegen YB-1 
gerichtet sind.  
  
 
3.2.1 Spezifitätsnachweis im Western Blot 
Im Western Blot wurde rekombinantes YB-1 Protein in denaturierendem Probenpuffer 
aufgetragen. Neben den monoklonalen Anti-YB-1 Antikörpern wurde in der Detektion ein 
gegen das aminoterminale His-tag gerichteter monoklonaler Anti-His Antikörper 
eingesetzt. Als weitere Positiv-Kontrollen dienten zwei gegen ein C-terminales Peptid von 
YB-1 gerichtete polyklonale Antikörper (Anti-YB-1 rot (AS 185-219) und Anti-YB-1 Kohno 
(AS 299-3131) (von Kohno et al101)).  
 
Wie aus Abbildung 3.5 ersichtlich, wird das rekombinante YB-1 einerseits in mehrere 
Fragmente gespalten, andererseits finden sich neben dem eigentlichen Volllängen YB-1 
Protein mit einem relativen molekularen Gewicht von ~52kDa auch hochmolekulare YB-1-
Banden. Die Fragmente von rekombinantem YB-1 Protein entstanden vermutlich während 
der Aufreinigung oder der Lagerung. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung 
untermauert, dass das Bandenmuster bei verschiedenen Chargen von rekombinantem 
YB-1 gleich ist. Durch mehrere Frier-Tau-Zyklen kommt es jedoch zu einer verstärkten 
Ausprägung der Fragmente.   
 
Der Anti-His-Tag Antikörper ist gegen das N-terminal gelegene His-tag des rekombinant 
hergestellten YB-1 Proteins gerichtet. Er detektiert das rekombinante YB-1 Protein auf der 
erwarteten Höhe von ~52kDa. Zusätzlich erkennt er drei weitere Spaltprodukte bei 
~18kDa, ~30kDa und ~32kDa. Diese YB-1 Fragmente besitzen ein His-Tag und liegen 
daher N-terminal. 
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Vergleicht man dieses Bandenmuster mit dem, das man mit den gegen YB-1 gerichteten 
Peptid-Antikörper erhält (Anti-YB-1 rot (AS 185-219)), so fällt auf, dass der Antikörper das 
Volllängen YB-1 bei (~52kDa) sowie Tripel-Banden bei ~38, ~40 und ~42kDa erkennt. 
Zusätzlich werden noch kleinere YB-1 Fragmente bei ~28 und ~22kDa detektiert. 
Aufgrund der Antikörpereigenschaft liegen die detektierten Fragmente im C-terminalem 
Bereich von YB-1. 
 
 
 
Abbildung 3.5: Detektion von rekombinantem YB-1 im Western Blot mit „Kontroll“-Antikörpern. Als 
Positiv-Kontrolle wurde ein gegen den aminoterminalen His-Tag gerichteter Anti-His Tag Antikörper, sowie 
zwei gegen YB-1 gerichtete Peptid-Antikörper eingesetzt. Rekombinantes YB-1 wird von allen drei 
Antikörpern erkannt. YB-1 liegt einerseits als mehrere kleine Fragmente vor (< a), andererseits finden sich 
hochmolekulare Multimerisierungsbanden (< b), die mit dem Anti-YB-1 „Kohno“ Antikörper101 detektiert 
werden.  
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Der polyklonale Anti-YB-1 Antikörper von Kohno101 ist ein gegen die Aminosäuren 299-313 
gerichteter Peptid-Antikörper. Wie in Abbildung 3.5 zu sehen, erkennt er die 
höhermolekularen YB-1 Banden besser als die kleineren YB-1 Fragmente. Es werden 
zwei YB-1 Multimerisierungsprodukte bei ~120kDa und bei ~97kDa detektiert. Neben dem 
Volllängen YB-1 bei ~52kDa werden Tripel-Banden im Vergleich zu dem anderen Peptid-
Antikörpern eher schwach detektiert. Auch diese Fragmente besitzen eine C-terminale 
Domäne.    
 
Abgesehen von dem Volllängen YB-1 wird kein Fragment, das von den drei Peptid-
Antikörpern detektiert wird, vom Anti-His-Tag Antikörper detektiert. Diese Fragmente 
besitzen also kein His-tag und haben daher keine N-terminale Domäne. In Abbildung 3.6 
sind sowohl die von den monoklonalen, als auch die von den Kontroll-Antikörpern 
detektierten YB-1 Fragmente dargestellt, sowie ihre hypothetische Position innerhalb des 
Volllängenproteins. Man muss jedoch bedenken, dass die relative Mobilität der Fragmente 
nicht nur von ihrer Größe abhängt, sondern auch von der Ladung. Der C-Terminus des 
Proteins besitzt alternierend positiv und negativ geladene Regionen, die die 
Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins im Gel beeinflussen.   
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Abbildung 3.6: Hypothetische YB-1 Fragmente und ihre Position innerhalb des Proteins. Dargestellt 
sind alle Fragmente die sowohl durch die monoklonalen Antikörper als auch durch die Kontroll-Antikörper 
detektiert wurden. Aufgrund der bekannten Epitoplokalisation der Kontroll-Antikörper wurde eine 
hypothetische Position der Fragmente abgebildet, sowie die Epitoplokalisation der Kontroll-Antikörper 
eingezeichnet (grauer Balken).  
 
 
Im Western Blot mit rekombinantem YB-1 Protein detektieren alle monoklonalen 
Antikörper das Volllängen YB-1 (Abbildung 3.7 bis Abbildung 3.10). Jedoch finden sich 
ebenso wie im direkten ELISA (vgl. Kapitel 3.2.2) Unterschiede in der Detektionsintensität 
im Vergleich biotinylierter versus nicht biotinylierter Antikörper. Weiterhin fällt auf, dass 
sich die monoklonalen Antikörper aufgrund des detektierten Bandenmusters grob in drei 
Gruppen einteilen lassen: 
 
• Gruppe 1 : Spanien und Schweden 
• Gruppe 2: Frankreich, Italien und Portugal 
• Gruppe 3: Deutschland 
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Der Deutschland-Antikörper ähnelt in der nicht biotinylierten Form der Gruppe 2. Da 
jedoch seine Aktivität durch die Biotinylierung aufgehoben zu sein scheint, wurde er einer 
eigenen Gruppe zugeordnet. Die Detektionsmuster der Antikörper aus den einzelnen 
Gruppen werden im nachfolgenden beschrieben. 
 
 
 
Abbildung 3.7: Detektion von rekombinantem YB-1 im Western Blot durch die Antikörper 
„Schweden“ und „Spanien“. Beide Antikörper erkennen in der nicht biotinylierten Form das rekombinante 
YB-1 Protein (52kDa) erheblich besser als in der biotinylierten Form. Zusätzlich werden noch YB-1 
Fragmente bei ~28, ~32, ~38 und ~42kDa detektiert. 
 
 
Abbildung 3.7 zeigt das Detektionsmuster der monoklonalen Antikörper der Gruppe 1 
„Schweden“ und „Spanien“. Beide Antikörper sind in ihrem Detektionsmuster sowohl in der 
biotinylierten als auch in der nicht-biotinylierten Form nahezu identisch. Auffälligerweise 
erkennen beide Antikörper das Volllängen YB-1 bei ~52kDa in der nicht-biotinylierten 
Form erheblich besser als in der biotinylierten Form. Durch die Biotinylierung scheint ein 
Teil der Bindungsaktivität verloren gegangen zu sein. Neben zwei weiteren YB-1 
Fragmenten bei ~28 und ~38kDa detektieren die beiden biotinylierten Formen der 
Antikörper noch weitere Fragmente bei ~42kDa und ~32kDa. Auf das mit einem Stern (*) 
gekennzeichnete Fragment wird weiter unten eingegangen. Im Vergleich mit den 
Antikörpern der Gruppen 2 und 3 erkennen „Schweden“ und „Spanien“ das rekombinante  
YB-1 Protein im Western Blot mit Abstand am besten.  
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Die Antikörper der Gruppe 2, „Italien“ und „Portugal“, erkennen, wie in Abbildung 3.8 zu 
sehen, das Volllängen YB-1 etwas schlechter als die Antikörper „Schweden“ und 
„Spanien“. Der Frankreich-Antikörper detektiert das Volllängen YB-1 kaum. Auch hier wird 
durch den nicht-biotinylierten Antikörper das Volllängen YB-1 besser erkannt als in der 
biotinylierten Form (vgl. Abbildung 3.9). Alle drei Antiköper erkennen als biotinylierte 
Antikörper die Fragmente bei ~40kDa und ~32kDa, sowie in der nicht biotinylierten Form 
zusätzlich zwei Fragmente bei ~38Da und ~28kDa. Die beiden Antikörper „Frankreich“ und 
„Italien“ detektieren zudem noch ein sehr kleines Spaltprodukt bei ~10kDa. Auf die mit 
einem Stern (*) gekennzeichnete Bande wird später eingegangen. 
 
 
 
Abbildung 3.8: Detektion von rekombinantem YB-1 Protein im Western Blot durch die nicht-
biotinylierten Antikörper „Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“. Die Antikörper „Italien“ und „Portugal“ 
erkennen im Gegensatz zum Frankreich-Antikörper das Volllängen YB-1 bei ~52kDa gut. Es finden sich 
weitere YB-1 Fragmente bei ~40, ~38, ~32 und ~28kDa. Die Antikörper „Frankreich“ und „Italien“ detektieren 
noch ein kleines YB-1 Fragment bei ~10kDa.  
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Abbildung 3.9: Detektion von rekombinantem YB-1 Protein im Western Blot durch die biotinylierten 
Antikörper „Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“. Die Antikörper der Gruppe 2 erkennen in der 
biotinylierten Form das Volllängen YB-1 bei ~52kDa etwas schlechter als in der nicht-biotinylierten Form. Es 
finden sich weitere YB-1 Fragmente bei ~40, und ~32kDa. Die Antikörper „Frankreich“ und „Italien“ 
detektieren noch ein kleines YB-1 Fragment bei ~10kDa.  
 
 
Der Deutschland-Antikörper erkennt, wie bereits oben erwähnt, in der nicht biotinylierten 
Form das rekombinante YB-1 Protein gut (Abbildung 3.10) und detektiert ähnliche 
Fragmente wie die Antikörper der Gruppe 2. Es werden neben dem Volllängen YB-1 bei 
~52kDa Fragmente bei ~40, ~38, ~32 und ~28kDa erkannt. Außerdem erkennt der 
Antikörper ein weiteres Fragment, das bisher weder von den Kontroll-Antikörpern noch 
von den anderen monoklonalen Antikörpern erkannt wurde (~35kDa). In der biotinylierten 
Form erkennt der Antikörper weder das Volllängen YB-1 noch andere YB-1 Fragmente. 
Durch die Biotinylierung ist vermutlich die Aktivität des Antikörpers nahezu aufgehoben (s. 
auch Kapitel 3.1.5).  
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Abbildung 3.10: Detektion von rekombinantem YB-1 Protein im Western Blot durch den Deutschland-
Antikörper. In der biotinylierten Form detektiert der Antikörper weder das Volllängen YB-1 noch YB-1 
Fragmente. Allerdings ist der Antikörper in der nicht-biotinylierten Form gut geeignet, um neben dem 
Volllängen YB-1 bei ~52kDa noch weitere YB-1 Fragmente zu detektieren. Dieses Ergebnis spricht für eine 
Einbüßung der Sensitivität des Antikörpers durch die Biotinylierung.  
 
 
Bei allen biotinylierten Antikörpern fällt auf, dass eine Bande bei ~18kDa erscheint (*), die 
zuvor von den nicht-biotinylierten Antikörpern nicht detektiert wird. Zudem wird diese 
Bande auch mit dem biotinylierten Deutschland-Antikörper detektiert, obwohl dessen 
sonstige Bindungsaktivität durch die Biotinylierung verloren gegangen ist. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass diese Bande unspezifisch ist und durch die Biotinylierung 
hervorgerufen wird. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde ein Western Blot mit 
einem unspezifischen biotinylierten IgG1 Antikörper durchgeführt (Abbildung 3.11). Dieser 
Antikörper detektiert ausschließlich eine Bande bei ~18kDa (*), so dass diese Bande 
tatsächlich unspezifisch ist und durch die Biotinylierung hervorgerufen wird.  
 
Um auszuschließen, dass auch Banden bei den nicht biotinylierten Antikörpern 
unspezifisch durch den Zweit-Antikörper verursacht sein können, wurde ein Western Blot 
nur mit dem Zweit-Antikörper entwickelt. Hier zeigte sich keine Bande (Abbildung 3.11).   
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Abbildung 3.11: Detektion von rekombinanten YB-1 durch einen unspezifischen biotinylierten IgG1 
Antikörper und durch den Zweit-Antikörper Anti-Mäuse IgG im Western Blot. Die bei allen biotinylierten 
Antikörpern detektierte Bande bei ~18kDa (*) wird durch die Biotinylierung hervorgerufen und ist 
unspezifisch.   
 
 
Mit diesen Ergebnissen lassen sich die Antikörper grob den durch sie detektierten 
Domänen zuordnen. Alle monoklonalen Antikörper detektieren das rekombinante YB-1 im 
C-Terminalen Bereich des Proteins, da sie im Bandenmuster eher den Peptid-Kontroll-
Antikörpern ähneln, die gegen den C-Terminus gerichtet sind. Die monoklonalen 
Antikörper detektieren im Vergleich mit dem Anti-His-Tag Antikörper neben dem 
Volllängen YB-1 nur ein 32kDa-Fragment gemeinsam. Das heißt, dieses Fragment besitzt 
ein His-tag und somit eine N-terminale Domäne. Andererseits muss es aber auch C-
terminale Domänen besitzen, da die monoklonalen Antikörper es detektieren. Diese 
Hypothese sollte nachfolgend mit Hilfe von YB-1 Deletionskonstrukten verifiziert werden 
(vgl. Kapitel 3.4).        
 
 
3.2.2 Spezifitätsnachweis im ELISA 
Nach der Testung mit rekombinantem YB-1 Protein im Western Blot wurden die 
monoklonalen Antikörper auf ihre Eignung im ELISA hin untersucht. Im direkten ELISA 
erfolgte die Beschichtung der 96 well Platten mit rekombinantem YB-1 Protein. Zur 
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Detektion wurden biotinylierte und nicht biotinylierte Antikörper eingesetzt (Abbildung 
3.12). Als Negativkontrolle diente serumfreies Medium, welches entweder anschließend 
mit dem StreptABComplex oder mit einem Anti-Maus IgG Antikörper inkubiert wurde. Ein 
OD-Wert nach Abzug des Hintergrundes, also der jeweiligen Negativ-Kontrolle, von größer 
als 0,3 wurde als positiv bewertet (Tabelle 3.2).  
 
 
Antikörper  OD-Wert biotinylierter AK OD-Wert nicht-biotinylierte AK 
Deutschland 0,114 0,41 
Spanien 0,207 1,59 
Portugal 0,714 0,367 
Schweden 0,4 1,463 
Italien 0,867 0,736 
Frankreich 0,755 0,2 
Tabelle 3.2: OD-Werte der Antikörper im direkten ELISA nach Abzug des jeweiligen Hintergrundes. 
Durch die Biotinylierung kann sich die Sensitivität des Antikörpers ändern, wenn die Biotinylierung im aktiven 
Zentrum des Antikörpers stattfindet. Andererseits kann aber durch das Anfügen multipler Biotingruppen 
mehr Streptavidin/Meerrettich-Peroxidase gebunden und somit mehr Substrat umgesetzt werden, falls die 
Biotinylierung außerhalb der Antikörper-Bindungsdomäne stattfindet.    
 
 
Im direkten ELISA kann ebenso wie im Western Blot mit rekombinantem YB-1 Protein die 
Hypothese weiter untermauert werden, dass die Biotinylierung die Eigenschaften der 
Antikörper verändern kann. Weiterhin zeigt sich, dass ebenso wie im Western Blot die 
Antikörper das rekombinante YB-1 Protein unterschiedlich gut erkennen.  
 
Die Antikörper „Schweden“ und „Spanien“ erkennen beide sehr gut das rekombinante   
YB-1 Protein in der nicht-biotinylierten Form. Dieses Ergebnis ist stimmig mit der Detektion 
im Western Blot. Durch die Biotinylierung nimmt bei beiden Antikörpern die Detektion 
deutlich ab. 
 
Bei den Antikörpern der Gruppe 2, „Portugal“ und „Frankreich“, ist die biotinylierte Form im 
ELISA besser geeignet um rekombinantes YB-1 Protein zu detektieren. Dieser Effekt ist 
vermutlich auf einen höheren Substratumsatz zurückzuführen. Durch die Anfügung 
multipler Biotingruppen kann es zu vermehrter Bindung von Streptavidin und somit der 
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Meerrettich-Peroxidase kommen. Daher kommt es zu einem verstärkten Substratumsatz, 
was sich letztendlich in einem höheren OD-Wert äußert. Bei dem Italien-Antikörper scheint 
die Biotinylierung die Aktivität des Antikörpers weder positiv noch negativ zu beeinflussen. 
Er detektiert sowohl in der biotinylierten als auch in der nicht-biotinylierten Form das 
rekombinante YB-1 Protein gut.   
 
 
 
Abbildung 3.12: Direkter ELISA, Beschichtung der Platte mit rekombinantem YB-1 Protein und 
Detektion mit biotinylierten und nicht-biotinylierten monoklonalen Antikörpern. Ebenso wie im 
Western Blot zeigen sich Unterschiede in der Detektionsintensität der Antikörper in der biotinylierten bzw. 
nicht-biotinylierten Form. Das rekombinante YB-1 wird genauso wie im Western Blot durch die nicht-
biotinylierten Antikörper „Schweden“ und „Spanien“ am stärksten detektiert. 
 
Wie schon im Western Blot gezeigt, ist der nicht-biotinylierte Deutschland-Antikörper im 
ELISA fähig, dass rekombinante YB-1 Protein gut zu detektieren. Jedoch ist die 
Sensitivität des Antikörpers durch die Biotinylierung auch im ELISA nahezu komplett 
aufgehoben, so dass kein rekombinantes YB-1 Protein mehr nachgewiesen werden kann. 
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Um auszuschließen, dass die Biotinylierung ebenso wie im Western Blot zu einem 
unspezifischen Substratumsatz führen kann, wurde ein direkter ELISA mit einem 
unspezifischen biotinylierten IgG1-Antikörper durchgeführt. Wie in Abbildung 3.13 zu 
erkennen ist, gibt es keinen Unterschied in der OD zwischen dem biotinyliertem IgG1 
Antikörper (OD-Wert: 0,315) und dem Leerwert (OD-Wert: 0,303), d.h. nur mit 
StreptABComplex/HRP, entwickeltem ELISA. Anders als im Western Blot führt im direkten 
ELISA die Biotinylierung zu keiner unspezifischen Detektion.  
 
 
 
Abbildung 3.13: Direkter ELISA, Beschichtung mit rekombinantem YB-1 Protein, Detektion mit 
unspezifischem biotinylierten IgG1 Antikörper bzw. nur mit StreptABComplex/HRP (Blank). Anders als 
im Western Blot führt die Biotinylierung im direkten ELISA zu keiner unspezifischen Detektion von 
rekombinantem YB-1 Protein.   
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3.3 Kompetitions-Versuche 
 
Um die Hypothese zu untermauern, dass die Antikörper grob in Gruppen eingeteilt werden 
können, wurde ein Kompetitionsversuch gemacht. Im Kompetitionsversuch wurde die 
ELISA-Platte mit rekombinantem YB-1 Protein beschichtet. Anschließend wurde zunächst 
der nicht-biotinylierte Kompetitions-Antikörper hinzugegeben. Nach einem Waschschritt 
erfolgte dann die Detektion durch die biotinylierten Antikörper. Ist das Epitop jedoch 
bereits durch den nicht-biotinylierten Antikörper besetzt, kann der biotinylierte Antikörper 
nicht mehr an dieses Epitop binden. Die beiden Antikörper sind dann gegen die gleiche 
Domäne gerichtet. In den folgenden Abbildungen werden jeweils die OD-Werte der 
einzelnen Antikörper graphisch dargestellt. Dieser OD-Wert ergibt sich wieder nach Abzug 
des jeweiligen Leerwertes.   
 
Zunächst wurden die Antiköper der Gruppe 1, „Spanien“ und „Schweden“, getestet 
(Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15). Die biotinylierten Antikörper „Spanien“ und 
„Schweden“ detektieren beide das rekombinante YB-1 Protein ohne Kompetitor sehr gut. 
Beide Antikörper werden sowohl durch sich selbst, als auch durch den jeweiligen anderen, 
nicht-biotinylierten Antikörper sehr stark in der Detektion gehemmt. Der Schweden-
Antikörper wird zusätzlich noch durch die nicht-biotinylierten Antikörper „Deutschland“, 
„Portugal“, „Italien“ und „Frankreich“ gehemmt. Die Kompetition ist hier allerdings nicht so 
stark ausgeprägt wie beim Spanien-Antikörper. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man von 
einem gleichen Epitop der beiden Antikörper ausgehen. 
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Abbildung 3.14: Kompetitionsversuch mit Spanien-Antikörper. Beschichtung der ELISA Platte mit 
rekombinantem YB-1 Protein. Anschließend erfolgt zuerst die Zugabe des Kompetitions-Antikörpers, danach 
die Detektion mit dem biotinylierten Spanien-Antikörper. Der biotinylierte Spanien-Antikörper wird sowohl 
durch seine nicht-biotinylierte Form, als auch durch den nicht-biotinylierten Schweden-Antikörper in der 
Detektion von rekombinantem YB-1 Protein stark behindert.  
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Abbildung 3.15: Kompetitionsversuch mit Schweden-Antikörper. Nach Beschichtung der ELISA Platte 
mit rekombinantem YB-1 Protein erfolgt zuerst die Zugabe des Kompetitions-Antikörpers, danach die 
Detektion mit biotinyliertem Schweden-Antikörper. Der biotinylierte Schweden-Antikörper wird sowohl durch 
seine nicht-biotinylierte Form, als auch durch den nicht-biotinylierten Spanien-Antikörper in der Detektion von 
rekombinantem YB-1 Protein sehr stark behindert. Weniger stark wird die Detektion von rekombinantem  
YB-1 Protein durch die nicht-biotinylierten Antikörper „Deutschland“, „Portugal“, „Italien“ und „Frankreich“ 
eingeschränkt.   
  
 
Bei den Antikörpern der Gruppe 2 („Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“) ist die Detektion 
von rekombinantem YB-1 Protein selbst ohne Kompetitor nicht so gut, wie dies bei den 
Antikörpern der ersten Gruppe der Fall ist. Die Antikörper „Frankreich“ und „Portugal“ 
erkennen das rekombinante YB-1 Protein sogar nur gering oberhalb der unteren 
Nachweisgrenze.  
 
Der Italien-Antikörper (Abbildung 3.16) wird durch die Antikörper „Spanien“ und „Portugal“ 
am stärksten an der Detektion von rekombinantem YB-1 Protein gehemmt. Die nicht-
biotinylierten Antikörper „Schweden“ und „Frankreich“ inhibieren die Bindung des 
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biotinylierten Italien-Antikörpers weniger stark. Auch wird der biotinylierte Italien-Antikörper 
durch sich selbst nur teilweise gehemmt, also weniger stark als erwartet. Selbst wenn die 
Konzentration des nicht-biotinylierten Kompetitions-Antikörper um das 10fache erhöht 
wird, kommt es erstaunlicherweise zu keiner kompletten Hemmung des biotinylierten 
Antikörpers (Abbildung nicht gezeigt). Überraschenderweise wird die Bindung des 
biotinylierten Italien-Antikörpers durch die Anwesenheit des nicht-biotinylierten 
Deutschland-Antikörpers an das rekombinante YB-1 verbessert.  
 
 
 
Abbildung 3.16: Kompetitionsversuch mit Italien-Antikörper. Nach Beschichtung der ELISA Platte mit 
rekombinantem YB-1 Protein erfolgt zuerst die Zugabe des Kompetitions-Antikörpers, danach die Detektion 
mit biotinyliertem Italien-Antikörper. Anders als erwartet wird der biotinylierte Italien-Antikörper durch seine 
nicht-biotinylierte Form nur unvollständig an der Detektion gehindert. Die deutlichste Einschränkung in der 
Detektion von rekombinantem YB-1 Protein wird nach Zugabe der Antikörper „Spanien“ und „Portugal“ 
beobachtet. Der Deutschland-Antikörper erleichtert nach Bindung an rekombinantes YB-1 Protein die Epitop-
Erkennung für den biotinylierten Italien-Antikörper.  
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Wie oben bereits erwähnt, erkennt der biotinylierte Frankreich-Antikörper selbst ohne 
Kompetitor das rekombinante YB-1 Protein nur sehr schwach (Abbildung 3.17). 
Abgesehen vom nicht-biotinylierten Portugal-Antikörper kann seine Bindung an YB-1 
durch keinen anderen Antikörper, auch nicht durch sich selbst, gehemmt werden. Ebenso 
wie beim Italien-Antikörper fällt auf, dass die Sensitivität durch die Anwesenheit der 
Antikörper „Deutschland“ und „Spanien“ erhöht wird, so dass das rekombinante YB-1 
Protein besser erkannt wird. 
 
 
 
Abbildung 3.17: Kompetitionsversuch mit Frankreich-Antikörper. Nach Beschichtung der ELISA Platte 
mit rekombinantem YB-1 Protein erfolgte zuerst die Zugabe des Kompetitions-Antikörpers, danach die 
Detektion mit biotinyliertem Frankreich-Antikörper. Eine Inhibition in der Epitop Erkennung findet anders als 
erwartet beim biotinylierten Frankreich-Antikörper durch seine nicht-biotinylierte Form nicht statt. Das Epitop 
des Antikörpers wird etwas durch den nicht-biotinylierten Portugal-Antikörper verdeckt. Ebenso wie beim 
Italien-Antikörper führt der Deutschland-Antikörper, aber auch der Spanien-Antikörper zu einer verbesserten 
Sensitivität in der Erkennung von rekombinantem YB-1 Protein.  
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Auch der Portugal-Antikörper detektiert das rekombinante YB-1 Protein nur gering 
oberhalb der unteren Nachweisgrenze. Er kann seine Bindung an YB-1 durch sich selbst 
geringgradig hemmen. Partiell erfolgt auch eine Hemmung durch den nicht-biotinylierten 
Italien-Antikörper, allerdings ist diese nur sehr schwach ausgeprägt. Ebenso wie bei den 
anderen Antikörpern der Gruppe 2 erfolgt eine Verbesserung in der Detektion von 
rekombinantem YB-1 Protein in der Anwesenheit des Deutschland-Antikörpers. 
 
  
 
Abbildung 3.18: Kompetitionsversuch mit Portugal-Antikörper. Nach Beschichtung der ELISA Platte mit 
rekombinantem YB-1 Protein erfolgt zuerst die Zugabe des Kompetitions-Antikörpers, danach die Detektion 
mit biotinyliertem Portugal-Antikörper. Die Detektion von rekombinantem YB-1 Protein durch den 
biotinylierten Portugal-Antikörper ist selbst ohne Kompetitor sehr schwach. Die Detektion kann geringgradig 
durch die nicht-biotinylierte Form des Antikörpers und durch den Italien-Antikörper inhibiert werden. Ebenso 
wie bei den anderen Antikörpern der Gruppe 2 erfolgt eine Verbesserung der Sensitivität durch den nicht-
biotinylierten Deutschland-Antikörper. 
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Für den biotinylierten Deutschland-Antikörper konnte kein Kompetitionsversuch etabliert 
werden, da der biotinylierte Antikörper Deutschland wie in Kapitel 3.2 erwähnt, durch die 
Biotinylierung seine Bindungsfähigkeit eingebüßt hat.  
 
 
3.4 Epitop-Mapping der Antikörper 
 
Um die Domänen, gegen die die monoklonalen Antikörper gerichtet sind, weiter 
einzugrenzen, wurden YB-1 Deletionsproteine im Western Blot und ELISA eingesetzt. 
Diese Deletionskonstrukte besitzen am C-Terminus ein GFP-tag. Eine Übersicht über die 
getesteten Fragmente gibt Abbildung 3.19 wieder. In bislang nicht publizierten 
Untersuchungen der Arbeitsgruppe (Mertens et al.) konnte in der Immunfluoreszenz 
gezeigt werden, dass die Deletionsproteine in unterschiedlichen Kompartimenten der 
HEK293T–Zellen exprimiert werden. Die Fragmente K0, K3 und K15 finden sich 
vorwiegend im Zytoplasma, während die Fragmente K4, K5, K10 und K11 vor allem im 
Nukleus exprimiert werden. Das Fragment K7 befindet sich sowohl im Zytoplasma als 
auch im Nukleus.  
  
 
 
Abbildung 3.19: YB-1 Deletionsproteine. Die Deletionsproteine besitzen am C-Terminus ein GFP-tag. Die 
Deletionsproteine werden in verschiedenen Zellkompartimenten der HEK293T-Zellen exprimiert.   
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3.4.1 Mapping der Antikörper-Bindungsdomänen mittels YB-1 
Deletionsproteinen im ELISA 
Die Detektion der YB-1 Deletionsproteine im ELISA erfolgte nach dem Sandwich-Prinzip: 
Eine 96well Platte wird mit einem Antikörper beschichtet, anschließend wird das 
Deletionsprotein hinzugegeben. Die Detektion kann nur mit biotinylierten monoklonalen 
Antikörpern erfolgen, da sowohl der Beschichtungs- als auch der Detektions-Antikörper 
der gleichen Spezies „Maus“ entstammen. Somit würde ein Anti-Maus Zweitantikörper 
auch den Beschichtungs-Antikörper nachweisen. 
 
Zunächst wurde versucht, die Deletionskonstrukte mittels einer Anti-GFP beschichteten 
Platte (Fa. PIERCE) über das GFP-tag zu binden. Mit dieser Methode konnten allerdings 
keine Deletionskonstrukte mit monoklonalen Antikörpern nachgewiesen werden. Daraufhin 
wurde die Platte mit den nicht-biotinylierten monoklonalen Antikörpern beschichtet. Nach 
Zugabe der YB-1 Deletionsproteine erfolgte die Detektion mit den biotinylierten 
Antikörpern. Als Negativ-Kontrolle diente das GFP-Protein. Der OD-Wert der einzelnen 
Konstrukte wurde vom OD-Wert mit dem GFP-Protein abgezogen. Ein OD-Wert >0,4 
wurde als positiv gewertet. 
 
Die Beschichtung der Platten mit den nicht-biotinylierten monoklonalen Antikörpern wurde 
überprüft. Hierzu wurde die ELISA-Platte wie oben beschrieben mit dem jeweiligen 
Antikörper beschichtet. Anschließend wurde ein Anti-Maus-Antikörper hinzugegeben. Ein 
hoher OD-Wert zeigt eine erfolgreiche Beschichtung an.  
 
Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der einzelnen Antikörper beschrieben. Es wird 
jeweils unterschieden, welche Fragmente die jeweiligen nicht biotinylierten Antikörper auf 
der Platte gebunden haben, so dass sie für die anderen Antikörper detektierbar  sind, und 
welche Fragmente die biotinylierten Antikörper detektiert haben. Die erkannten Fragmente 
sind gelb hinterlegt. 
 
Die Antikörper der Gruppe 1, „Schweden“ und „Spanien“, sind beide für eine Beschichtung 
im Sandwich-ELISA geeignet. Der nicht biotinylierte Schweden-Antikörper bindet dabei gut 
die Fragmente K4, K5, K7 und K11 (Abbildung 3.20 und Abbildung 3.21). Diese werden 
durch die biotinylierten Antikörper „Portugal“ (Fragmente K4, K5, K7 und K11) und „Italien“ 
(Fragmente K5 und K11) detektiert.  
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Abbildung 3.20: Beschichtung des Sandwich-ELISAs mit nicht-biotinyliertem Schweden-Antikörper. 
Die Detektion erfolgt mit biotinylierten Antikörpern. Der nicht-biotinylierte Schweden-Antikörper bindet auf der 
ELISA-Platte die Fragmente K4, K5, K7 und K11 (gelb hinterlegt). Diese werden dann durch die beiden 
biotinylierten Antikörper „Portugal“ und „Italien“ detektiert. 
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Abbildung 3.21: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs. Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Schweden-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen, biotinylierten Antikörper. Die 
Fragmente K4, K5, K7 und K11 werden durch den nicht-biotinylierten Schweden-Antikörper auf die ELISA-
Platte gebunden und anschließend durch die biotinylierten Antikörper „Italien“ und „Portugal“ detektiert. 
 
 
Durch den nicht-biotinylierten Spanien-Antikörper werden die Fragmente K4, K7, K11 und 
K15 gebunden und durch die beiden biotinylierten Antikörper „Frankreich“ (Fragmente K4, 
K7 und K11) und „Schweden“ (Fragmente K11) erkannt (Abbildung 3.22 und Abbildung 
3.23). Das Fragment K15 wird von dem biotinylierten Portugal-Antikörper erkannt.  
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Abbildung 3.22: Beschichtung des Sandwich-ELISAs mit nicht-biotinyliertem Spanien-Antikörper. Die 
Detektion erfolgt mit biotinylierten Antikörpern. Der nicht-biotinylierte Spanien-Antikörper bindet auf der 
ELISA-Platte die Fragmente K4, K7, K11 und K15 (gelb hinterlegt). Diese werden dann durch die 
biotinylierten Antikörper „Frankreich“, „Schweden“ und „Portugal“ detektiert. 
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Abbildung 3.23: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Spanien-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen biotinylierten Antikörper. 
Die Fragmente K4, K7, K11 und K15 werden durch den nicht-biotinylierten Spanien-Antikörper auf die 
ELISA-Platte gebunden und anschließend durch die biotinylierten Antikörper „Portugal“ (K15), „Schweden“ 
(K7) und „Frankreich“ (K4, K7, K11) detektiert. 
 
 
Aufgrund der Beschichtungsergebnisse zeigt sich, dass sowohl „Schweden“ als auch 
„Spanien“ geeignete Beschichtungs-Antikörper sind, da sie die YB-1 Deletionsproteine für 
die biotinylierten Antikörper gut auf der ELISA-Platte immobilisieren. Allerdings kommt es 
hierbei auf die Beschichtungs-/Detektionskombination an. So werden die durch den 
Schweden-Antikörper gebundenen Fragmente nur durch die beiden Antikörper „Italien“ 
und „Portugal“ erkannt. Der Spanien-Antikörper immobilisiert Fragmente, die vor allem 
vom biotinylierten Frankreich-Antikörper erkannt werden. 
 
Im Folgenden wird die Detektions-Domäne der biotinylierten Antikörper „Schweden“ und 
„Spanien“ betrachtet (Abbildung 3.24 - Abbildung 3.27). Ebenso wie bei der Beschichtung 
ist es auch bei der Detektion entscheidend, welcher Partner-Antikörper die 
Deletionskonstrukte zuvor auf der ELISA-Platte gebunden hat.  
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Der biotinylierte Schweden-Antikörper detektiert lediglich das YB-1 Deletionsprotein K7. 
Dieses Fragment wird nur dann detektiert, wenn es zuvor durch den nicht-biotinylierten 
Spanien-Antikörper immobilisiert wurde.  
 
 
 
Abbildung 3.24: Detektion der YB-1 Deletionsproteine durch den biotinylierten Schweden-Antikörper 
im Sandwich-ELISA. Das Fragment K7 wird detektiert, nachdem es zuvor durch den nicht-biotinylierten 
Spanien-Antikörper immobilisiert wurde.   
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Abbildung 3.25: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
den nicht-biotinylierten Antikörper, Detektion durch biotinylierten Schweden-Antikörper. Der 
biotinylierte Schweden-Antikörper detektiert das Fragment K7, nachdem es zuvor durch den nicht-
biotinylierten Spanien-Antikörper auf der ELISA-Platte immobilisiert wurde.  
 
 
Für den biotinylierten Spanien-Antikörper ist der nicht biotinylierte Frankreich-Antikörper 
ein geeigneter Sandwich-Partner. Er präsentiert „Spanien“ die gebundenen Fragmente K5, 
K7 und K11. Auch umgekehrt ist „Spanien“ ein geeigneter Sandwich-Partner für 
„Frankreich“. Erfolgt, wie oben beschrieben, die Beschichtung mit „Spanien“, werden die 
Fragmente K4, K7 und K11 durch den biotinylierten Frankreich-Antikörper detektiert.   
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Abbildung 3.26: Detektion der YB-1 Deletionsproteine durch den biotinylierten Spanien-Antikörper im 
Sandwich-ELISA. Der Spanien-Antikörper detektiert die Fragmente K5, K7 und K11, wenn sie durch den 
nicht-biotinylierten Frankreich-Antikörper auf der ELISA-Platte gebunden werden. 
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Abbildung 3.27: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
den nicht-biotinylierten Antikörper, Detektion durch biotinylierten Spanien-Antikörper. „Spanien“ 
detektiert die Fragmente K5, K7 und K11 nach der Immobilisierung durch den nicht biotinylierten Frankreich-
Antikörper. 
 
 
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die beiden biotinylierten Antikörper 
„Schweden“ und „Spanien“ ihre Detektionsdomäne im Bereich des Fragments K7 
besitzen. Dieses Peptid umspannt die Aminosäuren 146-172. Somit liegt die Vermutung 
nahe, dass diese beiden Antikörper ein linearisiertes Epitop erkennen.  
 
In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Antikörper der Gruppe 2 „Italien“, 
„Frankreich“ und „Portugal“ im Sandwich-ELISA beschrieben.   
 
Der Italien-Antikörper ist für eine Beschichtung im Sandwich-ELISA mit den YB-1 
Deletionsproteinen nicht geeignet. Kein Fragment kann nach der Beschichtung gut von 
einem anderen biotinylierten Antikörper detektiert werden (Abbildung 3.28).  
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Abbildung 3.28: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Italien-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen biotinylierten Antikörper. Der Italien-
Antikörper ist für eine Immobilisierung der YB-1 Deletionsproteine auf der ELISA-Platte nicht geeignet.  
 
 
Hingegen eignet sich der Antikörper in der biotinylierten Form durchaus für eine Detektion 
der Deletionsproteine, wobei vor allem die Antikörper „Deutschland“ und „Schweden“ 
geeignete Beschichtungspartner sind (Abbildung 3.29 und Abbildung 3.30). Findet zuvor 
die Beschichtung der ELISA-Platte mit dem nicht-biotinylierten Deutschland-Antikörper 
statt, so wird sowohl das Fragment K3, als auch das Fragment K5 detektiert. Neben dem 
Fragment K5 wird das Fragment K11 nach vorheriger Bindung an den nicht biotinylierten 
Schweden-Antikörper detektiert.  
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Abbildung 3.29: Detektion der YB-1 Deletionsproteine durch den biotinylierten Italien-Antikörper im 
Sandwich-ELISA. Die Fragmente K3 und K5 werden nach vorheriger Immobilisierung durch den nicht-
biotinylierten Deutschland-Antikörper detektiert. Außerdem werden die vom Schweden-Antikörper 
gebundenen Fragmente K5 und K11 erkannt.  
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Abbildung 3.30: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinylierten Antikörpern, Detektion durch biotinylierten Italien-Antikörper. Die Fragmente K3 
und K5 werden nach vorheriger Immobilisierung durch den Deutschland-Antikörper detektiert. Nach 
Beschichtung mit dem Schweden-Antikörper werden die durch ihn gebundenen Fragmente K5 und K11 
detektiert. 
 
 
Der Frankreich-Antikörper ist nur ein geeigneter Beschichtungs-Antikörper für die 
Detektion der Deletionsproteine im Sandwich-ELISA mit dem biotinylierten Spanien-
Antikörper. Die Fragmente K5, K7 und K11 werden durch „Frankreich“ gebunden und 
können anschließend durch den Spanien-Antikörper detektiert werden (Abbildung 3.31 
und Abbildung 3.32). Wie bereits oben erwähnt, scheint dieses eine geeignete 
Kombination zur Detektion der Fragmente zu sein. Auch der Spanien-Antikörper ist ein 
passender Sandwichpartner für den biotinylierten Frankreich-Antikörper. 
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Abbildung 3.31: Beschichtung des Sandwich-ELISAs mit nicht biotinyliertem Frankreich-Antikörper. 
Detektion mit biotinylierten monoklonalen Antikörpern. „Frankreich“ bindet die Fragmente K5, K7 und K11 
und präsentiert diese dem biotinylierten Spanien-Antikörper.  
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Abbildung 3.32: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Frankreich-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen biotinylierten 
Antikörper. Nach Bindung der Fragmente K5, K7 und K11 werden diese durch den biotinylierten Spanien-
Antikörper detektiert. 
 
 
Der biotinylierte Frankreich-Antikörper eignet sich ebenso wie der Italien-Antikörper gut für 
eine Detektion der Deletionsproteine (Abbildung 3.33 und Abbildung 3.34). Besonders gut 
werden die Fragment K0 und K3 detektiert, wenn sie zuvor auf der ELISA-Platte durch den 
nicht-biotinylierten Deutschland-Antikörper immobilisiert wurden. Die Fragmente K4, K7 
und K11 werden detektiert, nachdem sie von „Spanien“ gebunden wurden. Der nicht-
biotinylierte Portugal-Antikörper bindet präsentiert das Fragment K15, das durch den 
Frankreich-Antikörper detektiert wird.   
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Abbildung 3.33: Detektion der YB-1 Deletionsproteine durch den biotinylierten Frankreich-Antikörper 
im Sandwich-ELISA. Die Fragmente K0 und K3 werden nach vorheriger Immobilisierung durch den 
Deutschland-Antikörper von dem Frankreich-Antikörper detektiert. „Spanien“ bindet auf der ELISA-Platte die 
Fragmente K4, K7 und K11, „Portugal“ das Fragment K15. Diese Antikörper  werden dann ebenfalls durch 
„Frankreich“ erkannt.   
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Abbildung 3.34: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinylierten Antikörper, Detektion durch biotinylierten Frankreich-Antikörper. „Frankreich“ 
detektiert die Fragmente K0, K3 (nach Immobilisierung durch „Deutschland“), die Fragmente K4, K7 und K11 
(Immobilisierung durch „Spanien“) und das Fragment K15 (Immobilisierung durch „Portugal“). 
 
 
Auch der dritte Antikörper aus der Gruppe 2, „Portugal“, eignet sich nur bedingt für die 
Beschichtung im Sandwich-ELISA (Abbildung 3.35 und Abbildung 3.36). Er kann das 
Fragment K15 auf der ELISA-Platte immobilisieren, das durch den biotinylierten 
Frankreich-Antikörper detektiert wird.   
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Abbildung 3.35: Beschichtung des Sandwich-ELISAs mit nicht-biotinyliertem Portugal-Antikörper. 
Die Detektion erfolgt mit biotinylierten monoklonalen Antikörpern. Lediglich das Fragment K15 kann 
gebunden und dem biotinylierten Frankreich-Antikörper präsentiert werden.  
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Abbildung 3.36: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs. Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Portugal-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen biotinylierten Antikörper. 
Lediglich das Fragment K15 wird durch den Portugal-Antikörper gebunden und anschließend durch den 
biotinylierten Frankreich-Antikörper detektiert.  
 
 
Gemeinsam mit den beiden anderen Antikörpern der Gruppe 2 detektiert der biotinylierte 
Portugal-Antikörper die Deletionskonstrukte gut. Nach vorheriger Immobilisierung durch 
den nicht biotinylierten Schweden-Antikörper werden die Fragmente K4, K5, K7 und K11 
besonders gut erkannt (Abbildung 3.37 und Abbildung 3.38). Das Fragment K15 wird nach 
vorheriger Bindung durch den Spanien-Antikörper detektiert.    
 
 
3 Ergebnisse 96  
 
Abbildung 3.37: Detektion der YB-1 Deletionsproteine durch den biotinylierten Portugal-Antikörper 
im Sandwich-ELISA. Die Fragmente K4, K5, K7 und K11 werden nach vorheriger Bindung durch den nicht-
biotinylierten Schweden-Antikörper erkannt. Der Spanien-Antikörper immobilisiert und präsentiert das 
Fragment K15.  
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Abbildung 3.38: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs: Beschichtung mit 
nicht-biotinylierten Antikörpern, Detektion durch biotinylierten Portugal-Antikörper. „Schweden“ ist 
ein geeigneter Beschichtungspartner für den biotinylierten Portugal-Antikörper. Durch ihn werden die 
Fragmente K4, K5, K7 und K11 gebunden. Der Spanien-Antikörper immobilisiert lediglich das Fragment K15.  
 
 
Zusammenfassend sind die Antikörper der Gruppe 2 nur bedingt für eine Beschichtung 
geeignet und unterscheiden sich hierin von den Antikörpern der Gruppe 1. Das heißt, nur 
in bestimmten Kombinationen können die Deletionsproteine für den Detektions-Antikörper 
immobilisiert werden.   
 
Die biotinylierten Antikörper der Gruppe 2 sind dagegen besser als die Antikörper der 
Gruppe 1 für die Detektion der YB-1 Deletionsproteine im Sandwich-ELISA geeignet. Bei 
der Detektion fällt jedoch auf, dass sie auch nicht gegenseitig überlappende YB-1 
Deletionsproteine detektieren (z.B. die Fragmente K3 und K5). Scheinbar lässt sich ihnen 
also keine zusammenhängende Aminosäuresequenz im YB-1 Protein zuordnen. Dies ist 
mit der Detektion eines Konformations-Epitops vereinbar, das demnach nicht linearisiert 
vorliegt.  
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Der Deutschland-Antikörper aus der dritten Gruppe ist geeignet, die Fragmente K0, K3 
und K5 zu immobilisieren und sie anschließend durch die biotinylierten Antikörper 
„Frankreich“ und „Italien“ zu detektieren (Abbildung 3.39 und Abbildung 3.40). Er bindet 
nicht überlappende Fragmente, so dass auch dieser Antikörper vermutlich gegen ein 
Konformations-Epitop gerichtet ist. Wie aus den Versuchen in Kapitel 3.2 ersichtlich, ist 
„Deutschland“ nicht zur Detektion der YB-1 Deletionsproteine geeignet (Abbildung nicht 
gezeigt), da er durch die Biotinylierung seine Bindungsfähigkeit eingebüßt hat. Daher ist 
auch nur bedingt eine Aussage über das detektierte Epitop möglich.  
 
 
 
Abbildung 3.39: Beschichtung des Sandwich-ELISAs mit nicht-biotinyliertem Deutschland-
Antikörper. Die Detektion erfolgt mit biotinylierten monoklonalen Antikörpern. Die Fragmente K0, K3 und K5 
werden auf der ELISA-Platte immobilisiert. Die Detektion erfolgt durch die Antikörper „Frankreich“ (Fragment 
K0 und K3) und „Italien“ (Fragment K3 und K5). 
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Abbildung 3.40: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Sandwich-ELISAs. Beschichtung mit 
nicht-biotinyliertem Deutschland-Antikörper, Detektion durch die fünf anderen biotinylierten 
Antikörper. Die Fragmente K0, K3 und K5 werden auf der ELISA-Platte gebunden und können dann durch 
die Antikörper „Italien“ und „Frankreich“ detektiert werden.  
 
 
3.4.2 Epitop-Mapping  mittels YB-1 Deletionskonstrukten im Western Blot 
Nach der Testung der YB-1 Deletionsproteine im Sandwich-ELISA wurde im Folgenden 
versucht, die K-Fragmente auch im Western Blot darzustellen. Zunächst wurden die YB-1 
Fragmente in denaturierendem Probenpuffer nach Lämmli verdünnt und aufgetragen. 
Unter diesen Bedingungen konnten die Fragmente allerdings nicht durch die 
monoklonalen Antikörper detektiert werden. Da nach den Versuchen im ELISA die 
Vermutung nahe lag, dass zumindest ein Teil der Antikörper gegen Konformations-Epitope 
gerichtet sind, wurden die Fragmente daraufhin in nicht-denaturierendem Probenpuffer 
aufgenommen und aufgekocht.  
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Zur Größenlokalisation wurde ein Western Blot mit einem gegen das GFP-tag der 
Deletionsproteine gerichteten monoklonalen Anti-GFP-Antikörper durchgeführt (Abbildung 
3.41). 
 
 
 
Abbildung 3.41: Detektion der YB-1 Deletionsproteine im Western Blot mit einem Anti-GFP-
Antikörper. Die Deletionsproteine besitzen am C-terminalen Ende ein GFP-tag. CE: Zytoplasmatisches 
Zellextrakt, NE: Nukleäres Zellextrakt.  
 
 
Mit den Antikörpern der Gruppe 1, „Schweden“ und „Spanien“, können weder in der 
biotinylierten noch in der nicht-biotinylierten Form die YB-1 Deletionsproteine im Western 
Blot dargestellt werden (Abbildung nicht gezeigt). Hierbei ist es unerheblich, ob die 
Fragmente in denaturierendem oder in nicht denaturierendem Probenpuffer aufgenommen 
wurden. Diese Antikörper sind also für die Detektion der Deletionskonstrukte im Western 
Blot nicht geeignet.  
 
Die Antikörper „Italien“ und „Frankreich“ detektieren im Western Blot lediglich die 
Fragmente K0 und K3 (Abbildung 3.42). Diese Fragmente wurden durch die monoklonalen 
Antikörper unter anderem auch im Sandwich-ELISA erkannt. Die Deletionsproteine 
werden jedoch nur dann erkannt, wenn sie in nicht-denaturierendem Probenpuffer 
aufgenommen werden. Der Portugal-Antikörper kann ebenso wie die Antikörper aus der 
Gruppe 1 keine K-Fragmente im Western Blot nachweisen.   
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Abbildung 3.42: Detektion der YB-1 Deletionsproteine im Western Blot durch die Antikörper „Italien“ 
und „Frankreich“.  Die beiden monoklonalen Antikörper „Italien“ und „Frankreich“ können im Western Blot 
die Fragmente K0 und K3 nachweisen. Dies gelingt allerdings nur dann, wenn die Fragmente in nicht-
denaturierendem Probenpuffer aufgenommen werden. 
 
 
Der nicht-biotinylierte Deutschland-Antikörper erkennt im Western Blot die Fragmente K5, 
K7 und K10. Diese Deletionsproteine werden ebenso wie bei den anderen Antikörpern nur 
unter nicht-denaturierenden Bedingungen nachgewiesen. Im ELISA bindet der nicht-
biotinylierte Deutschland-Antikörper die Fragmente K0, K3 und K5. Somit werden im 
Western Blot zum Teil andere Fragmente nachgewiesen. Auch hier handelt es sich jedoch 
ebenso wie im ELISA um nicht überlappende Fragmente, so dass die Hypothese einer 
Detektion eines Konformations-Epitop weiter unterstützt wird.   
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Abbildung 3.43: Detektion der YB-1 Deletionsproteine im Western Blot durch den nicht-biotinylierten 
Deutschland-Antikörper. Der Antikörper weist die YB-1 Fragmente K5, K7 und K10 unter nicht 
denaturierenden Bedingungen nach. CE: Zytoplasmatisches Extrakt, NE: Nukleäres Extrakt.  
 
 
3.5 YB-1 als Marker in der Urin-Diagnostik 
 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ratten-Urine wurden im Rahmen einer Anti-
Thy 1.1 Nephritis-Studie gewonnen.  
 
In dieser Studie wurde der Einfluss eines neutralisierenden Anti-PDGF-D Antikörpers auf 
die Progression der mesangioproliferativen Glomerulonephritis untersucht. PDGF-D wird 
im Glomerulum nach Induktion einer Nephritis vermehrt gefunden102. Die Neutralisation 
von PDGF-D durch einen Anti-PDGF-D Antikörper in vivo reduziert die pathologische 
mesangiale Zellproliferation, die Akkumulation von glomerulärer Matrix und den Einstrom 
von Makrophagen in das Glomerulum102. Mit Hilfe der monoklonalen Antikörper sollte die 
Rolle von YB-1 bei der mesangioproliferativen Glomerulonephritis im Rattenmodell näher 
charakterisiert werden (siehe auch die publizierte Studie)70.     
3.5 YB-1 als Marker in der Urin-Diagnostik 
 
103 
Hinsichtlich der Behandlung wurden die Ratten in verschieden Gruppen eingeteilt (Tabelle 
3.3).    
 
 
Gruppe 
Glomerulonephritis-     
Induktion 
Kontroll-Antikörper   
PK16.3 (mg/kg KG) 
Anti-PDGF-D Antikörper              
(mg/kg KG) 
B UniNX + OX-7 Antikörper 1mg/kg KG - 
C UniNX + OX-7 Antikörper - 20mg/kg KG 
F UniNX  20mg/kg KG - 
Tabelle 3.3: Übersicht über die Behandlung der verschiedenen Gruppen bei den untersuchten 
Rattenurinen. Tiere der Gruppe B bekamen nach Induktion einer Anti-Thy 1.1 Nephritis einen Kontroll-
Antikörper injiziert (PK16.3). Nach Induktion einer Anti-Thy 1.1 Nephritis bekamen die Tiere der Gruppe C 
einen Anti-PDGF-D Antikörper (CR002) verabreicht. Die Tiere aus der Kontrollgruppe F bekamen lediglich 
den Kontroll-Antikörper verabreicht. 
 
 
Als Versuchstiere wurden männliche Wistar Ratten des Züchters Charles River eingesetzt. 
Das Körpergewicht lag bei Versuchsbeginn bei allen Tieren unter 175g. Nach Induktion 
einer Glomerulonephritis (Uni-Nephrektomie + Anti-Thy 1.1-Nephritis) erfolgte vom Tag 2 
bis zum Tag 3 eine 24-Stunden Urinsammlung, in der die Proteinurie bestimmt wurde. 
Tiere aus der Kontrollgruppe (Gruppe F) wurden lediglich nephrektomiert. Anschließend 
wurden die Ratten gemäß ihrer Proteinurie in verschiedene Gruppen unterteilt und zwar 
so, dass die gemittelte Proteinurie in jeder Gruppe gleich war. Die Tiere aus der Gruppe B 
erhielten am Tag 3, 10 und 17 nach Nephritis-Induktion jeweils eine intraperitoneale 
Injektion des Kontroll-Antikörpers PK16.3 (1mg Antikörper pro kg Körpergewicht). Tiere 
aus der Gruppe C erhielten ebenfalls am Tag 3, 10 und 17 nach Nephritis-Induktion eine 
gewichtsbezogene intraperitoneale Injektion von 20mg pro Kilogramm Körpergewicht des 
Anti-PDGF-D Antikörpers. Die Kontrollgruppe, Tiere aus der Gruppe F, bekamen den 
Kontroll-Antikörper (PK16.3) injiziert (20mg pro kg Körpergewicht). Der Versuch wurde 
nach 56 Tagen beendet, nachdem die Tiere getötet und das Gewebe aufgearbeitet wurde. 
Die hier im Western Blot gezeigten Urine stammen vom letzten Tag vor der Tötung. 
 
 
Die Urine wurden im Western Blot sowohl unter denaturierenden als auch unter nicht-
denaturierenden Bedingungen aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit dem biotinylierten 
Italien-Antikörper.     
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Abbildung 3.44 zeigt den Western Blot der Rattenurine unter denaturierenden 
Bedingungen. Bei Tieren aus der Gruppe B (Anti-Thy 1.1 Nephritis + Kontroll-Antikörper) 
sieht man zwei starke YB-1 Banden bei ~66kDa und ~28kDa. Weiterhin fällt noch eine 
hochmolekulare YB-1 Bande bei ~97kDa auf. Diese hochmolekulare YB-1 Bande taucht 
bei den Tieren der Gruppe C (Anti-Thy 1.1 Nephritis + Anti-PDGF-D Antikörper), sowie bei 
dem Kontrolltier aus der Gruppe F (nur Kontroll-Antikörper) nicht auf. Die Bande bei 
~66kDa ist bei diesen beiden Gruppen nahezu nicht nachweisbar. Die mit dem Anti-
PDGF-D Antikörper behandelten Tiere waren klinisch in einer wesentlich besseren 
Verfassung.   
 
 
 
Abbildung 3.44: Nachweis von YB-1 in Rattenurinen in einem Modell der mesangioproliferativen 
Nephritis. Western Blot der Rattenurine unter denaturierenden Bedingungen detektiert mit biotinyliertem 
Italien-Antikörper. Nach Induktion einer Anti-Thy1.1 Nephritis bekamen die Tiere der Gruppe B einen 
Kontroll-Antikörper und die Tiere der Gruppe C einen Anti-PDGF-D Antikörper injiziert. Das Tier der Gruppe 
F erhielt nur den Kontroll-Antikörper. Die höhermolekularen Banden bei ~66 und ~97kDa finden sich nur bei 
den Tieren, die den Kontroll-Antikörper erhielten. Tiere die mit einem Anti-PDGF-D Antikörper behandelt 
wurden (Gruppe C), bzw. Tiere ohne progressive Nephritis (Gruppe F) zeigen diese Banden nicht.    
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Trägt man nun die Urine unter nicht-denaturierenden Bedingungen im Western Blot auf 
(Abbildung 3.45), so ergibt sich ein verändertes Bandenmuster. Neben zwei deutlichen 
Banden bei ~45 und ~25kDa, werden in den Urinen aus der Gruppe B hochmolekulare 
Banden mit einem Molekulargewicht von ~97, ~180 und ~250kDa nachgewiesen, die bei 
den Tieren aus der Gruppe C und F nicht vorliegen. Abgesehen von der hochmolekularen 
Bande bei ~250kDa bei Tier C13, werden hochmolekulare Banden in den Rattenurinen 
der Gruppe C und F nicht detektiert. Auch die Bande bei ~45kDa verliert im Gegensatz zu 
der YB-1 Bande bei ~25kDa ihre Intensität bei den Tierurinen der Gruppen C und F.     
 
 
 
Abbildung 3.45: Nachweis von YB-1 in Rattenurinen in einem Modell der mesangioproliferativen 
Nephritis. Western Blot der Rattenurine unter nicht-denaturierenden Bedingungen detektiert mit 
biotinyliertem Italien-Antikörper. Nach Induktion einer Anti-Thy1.1 Nephritis bekamen die Tiere der Gruppe B 
einen Kontroll-Antikörper und die Tiere der Gruppe C einen Anti-PDGF-D Antikörper injiziert. Das Tier der 
Gruppe F erhielt nur den Kontroll-Antikörper. Ebenso wie im Western Blot unter denaturierenden 
Bedingungen fallen hier vor allem die hochmolekularen Banden bei den Tieren der Gruppe B auf. Diese 
Banden werden bei den klinisch gesünderen Tieren der Gruppe C und F nicht detektiert. 
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Anhand immunhistochemischer Färbungen der entnommenen Nieren und Blutanalysen 
wurden folgende Parameter bestimmt (jeweils Tag 56): 
 
• Proteinurie 
• Serum-Kreatinin (S-Krea) 
• Tubulointerstitieller Schaden (TI-Score) 
• Fokal segmentale Glomerulosklerose (%FSGS) 
• Makrophagen Ed-1 Wert (Anzahl Makrophagen pro Auszählungsquadrat) 
• Aktiviertes kortikales Komplement (C5b-9), so genannter  „Membrane attack complex“ 
(Auswertung anhand Computer basierter Morphometrie der immunhistochemischen 
Färbungen in Prozent pro Auszählungsquadrat) 
Einen Überblick über die erhobenen Daten der Tiere, deren Urine im Western Blot 
aufgetragen wurden, gibt Tabelle 3.4.  
 
 
Proteinurie: 
Gruppierung Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
Proteinurie (mg/dl) 143 69 105 36 24 22 27 
Gruppen-Mittelwert 
Proteinurie (mg/dl) 105,7 27,3 27 
 
 
Serum-Kreatinin: 
Gruppierung 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper 
PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
S-Krea (µmol/l) 38 39,33 43 32 33 30 38 
Gruppen-Mittelwert      
S-Krea (µmol/l)  31,67 38 
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TI-Score: 
Gruppierung 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper 
PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
TI-Score 3 3 3 0 0 0 0 
Gruppen-Mittelwert 
TI-Score 3 0 0 
 
 
%FSGS: 
Gruppierung 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper 
PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
%FSGS 69,5 78,1 85,2 3,4 9,4 6,3 2 
Gruppen-Mittelwert    
%FSGS 77,6 6,4 2 
 
 
Macrophagen ED-1: 
Gruppierung 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper 
PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
Macrophagen 
Ed-1 
(Ed-1+/Quadrat) 
120,13 101,57 151 50 46,91 40,75 38,7 
Gruppen-Mittelwert    
Macrophagen 
Ed-1 
(Ed-1+/Quadrat) 
124,3 45,9 38,7 
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C5b-9: 
Gruppierung 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                    
Kontroll-Antikörper 
PK16.3 
Anti-Thy 1.1 Nephritis                           
Anti-PDGF-D Antikörper 
Kontroll-
Antikörper           
PK 16.3 
Urinprobe B4 B27 B9 C13 C17 C30 F63 
C5b-9 
(%area) 1,81 0,96 1,39 0,07 0,13 0,1 0,03 
Gruppen-Mittelwert 
C5b-9 
(%area) 
1,39 0,1 0,03 
 
Tabelle 3.4: Laborparameter der Ratten aus dem Modell der mesangioproliferativen Nephritis. Ratten 
der Gruppe B und C erhielten nach Induktion einer Anti-Thy 1.1 Nephritis eine Antikörper-Injektion. Tiere aus 
der Gruppe B und F bekamen einen Kontroll-Antikörper, Tiere aus der Gruppe C einen Anti-PDGF-D 
Antikörper intraperitoneal injiziert. Aufgeführt sind lediglich die Werte von Tieren, deren Urine im Western 
Blot aufgetragen wurden. 
 
 
Aus Tabelle 3.4 ist ersichtlich, dass die Tiere aus der Gruppe B einen erheblich stärkeren 
Nierenschaden aufweisen als die Tiere aus der Gruppe C. Neben der Proteinurie ist dies 
vor allem anhand des ausgeprägten tubulointerstitiellen Schadens, gemessen am TI-
Score, und an der fokalen segmentalen Glomulosklerose (%FSGS) ersichtlich. Auch findet 
sich bei diesen Tieren eine deutliche Makrophageninfiltration, die immunhistochemisch mit 
einem ED-1-Index erfasst ist. Als weitere Entzündungsparameter weisen diese Tiere eine 
Komplementaktivierung auf (C5b-9). 
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3.6 YB-1 in humanem Serum 
 
Da YB-1 als ubiquitäres Protein in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe zu finden ist, 
wurde in den folgenden Versuchen untersucht, ob YB-1 auch in humanem Serum zu 
finden ist, d.h ob es auch extrazellulär vorliegt. Hierzu wurden Seren von Probanden im 
Western Blot aufgetragen und mit den monoklonalen Antikörpern detektiert.   
 
Abbildung 3.46 bis Abbildung 3.51 belegen, dass YB-1 in großen Mengen im Serum 
vorliegt. Alle sechs monoklonalen Antikörper detektieren YB-1 im Serum. Unter 
denaturierenden Bedingungen detektieren die Antikörper „Portugal“, „Frankreich“, „Italien“ 
und „Deutschland“ eine hochmolekulare Doppel-Bande von YB-1 bei ~180 und ~250kDa. 
Die Antikörper der Gruppe 1, „Schweden“ und „Spanien“, weisen lediglich eine 
hochmolekulare Bande bei ~180kDa nach. Das Volllängen YB-1 bei ~52kDa sowie 
kleinere YB-1 Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa werden von allen sechs Antikörpern 
erkannt. Die Antikörper „Portugal“, „Schweden“, „Deutschland“ und „Italien“ detektieren 
zudem noch eine sehr starke YB-1 Bande auf der Höhe von Albumin bei ~66kDa. 
 
 
   
Abbildung 3.46: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Frankreich-Antikörper. Im Serum sind 
hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa.  
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Abbildung 3.47: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Portugal-Antikörper. Im Serum sind 
hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa. Der Portugal-Antikörper detektiert zudem noch YB-1 auf der Höhe 
von Albumin bei ~66kDa.  
 
 
 
Abbildung 3.48: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Schweden-Antikörper. Im Serum sind 
hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa. Der Schweden-Antikörper detektiert zudem noch YB-1 auf der 
Höhe von Albumin bei ~66kDa.    
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Abbildung 3.49: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Spanien-Antikörper. Im Serum sind 
hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa.  
 
 
 
Abbildung 3.50: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit nicht-biotinyliertem Deutschland-Antikörper. Im Serum 
sind hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40, ~32 und ~28kDa. Der Deutschland-Antikörper detektiert zudem noch YB-1 auf der 
Höhe von Albumin bei ~66kDa.  
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Abbildung 3.51: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in 
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Italien-Antikörper. Im Serum sind 
hochmolekulare YB-1 Banden nachweisbar: Das Volllängen YB-1 Protein bei ~52kDa, sowie kleinere 
Spaltprodukte bei ~40kDa, ~32kDa und ~28kDa. Der Italien-Antikörper detektiert zudem noch YB-1 auf der 
Höhe von Albumin bei ~66kDa.  
 
 
In einem weiteren Versuch wurden die Seren im Western Blot unter nicht-denaturierenden 
Bedingungen aufgetragen. Die Detektion erfolgte anschließend mit den Antikörpern 
„Deutschland“ bzw. „Italien“ (Abbildung 3.52). Unter nicht-denaturierenden Bedingungen 
fallen hochmolekulare Banden bei ~97 und ~220kDa auf. Weiterhin finden sich schwache 
YB-1 Banden bei ~45 und ~25kDa.  
 
Anders als bei der Detektion von YB-1 Deletionsproteinen, lässt sich bei den Seren nicht 
feststellen, dass das YB-1 Protein unter nicht-denaturierenden Bedingungen besser 
erkannt wird.  
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Abbildung 3.52: Nachweis von YB-1 in humanen Seren im Western Blot, aufgetragen in nicht-
denaturierendem Probenpuffer, entwickelt mit biotinyliertem Italien-Antikörper bzw. mit nicht-
biotinyliertem Deutschland-Antikörper. Unter nicht-denaturierenden Bedingungen fallen vor allem die 
hochmolekularen YB-1 Banden auf. Des Weiteren finden sich  YB-1 Banden bei ~45 und ~25 kDa.  
 
 
3.6.1 YB-1 und Albumin 
Bei der Betrachtung der Serum Western Blots fällt auf, dass eine sehr starke YB-1-Bande 
bei ~66kDa detektiert wird. Auf dieser Höhe läuft auch das sich im Serum befindende 
Albumin. Es ist daher nicht möglich zu unterscheiden, ob hier freies oder möglicherweise 
an Albumin gebundenes YB-1 vorliegt. Bisher ist eine Bindung von YB-1 an Albumin noch 
nicht beschrieben.  
 
Um diese Aussage zu überprüfen, wurde im Western Blot Rinder-Serum-Albumin (BSA) 
aufgetragen, welches durch kalte Alkohol Präzipitation gewonnen wurde. Zum Vergleich 
wurde hoch aufgereinigtes methyliertes BSA aufgetragen. Die Proben wurden in PBS 
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aufgenommen und mit denaturierendem Probenpuffer versetzt. Zur Detektion wurde der 
biotinylierte Italien-Antikörper eingesetzt.  
 
In Abbildung 3.53 ist zu sehen, dass mit dem nicht weiter aufgereinigtem BSA eine starke 
Bande bei ~66kDa nachweisbar ist, die mit dem Anti-YB-1 Italien-Antikörper detektiert 
wird. Diese Bande findet sich auch bei den humanen Seren. Nach der Aufreinigung mit 
Kieselgur (hochaufgereinigtes YB-1) kann diese Bande im BSA durch den Anti-YB-1 
Italien-Antikörper nicht mehr detektiert werden. Anscheinend ist durch die weitere 
Aufreinigung das YB-1 aus der Probe entfernt worden. Alternativ könnte eine direkte 
Albumin - YB-1 Interaktion vorliegen. 
 
Neben der Bande bei ~66kDa taucht im nicht aufgereinigten BSA eine weitere Bande bei 
~19kDa auf. Auch dieses YB-1 Fragment ist durch die Aufreinigung eliminiert worden, so 
dass es im hochaufgereinigten BSA nicht mehr nachweisbar ist. Diese kleine YB-1 Bande 
wurde in humanem Serum allerdings nicht nachgewiesen.  
 
 
 
Abbildung 3.53: Vergleich des YB-1 Gehalts von hochaufgereinigtem, methylierten BSA Protein mit 
nicht aufgereinigtem BSA im Western Blot. Die Detektion erfolgt mit biotinyliertem Italien-Antikörper. Wie 
im humanem Serum findet sich eine starke YB-1 Bande im nicht hochaufgereinigten BSA bei ~66kDa. Diese 
Bande ist ebenso wie die YB-1 Bande bei ~18kDa nach weiteren Aufreinigungsschritten nicht mehr 
nachweisbar. 
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3.7 Anwendung der Antikörper in der Immunhistochemie 
 
Zur Testung der monoklonalen Antikörper in der Immunhistochemie wurden Mamma-
Karzinom Gewebeschnitte gefärbt. Als Kontrolle diente gesundes Brustgewebe. Insgesamt 
wurden Gewebeproben von 176 Patientinnen gefärbt und untersucht.  
 
Der biotinylierte Frankreich-Antikörper färbt spezifisch das Tumorgewebe an. Als Ergebnis 
ist eine Färbung von Tumorzellen mit unterschiedlichen Mustern nachweisbar, während 
normales Brustgewebe nicht angefärbt wird (Abbildung 3.54 und Abbildung 3.55).  
 
 
 
Abbildung 3.54: Immunhistochemie von gesundem Brustgewebe mit biotinyliertem Anti-YB-1 
Frankreich-Antikörper. Es ist keine Färbung nachweisbar. 20fache Vergrößerung.  
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Abbildung 3.55: Immunhistochemie von gesundem Brustgewebe mit biotinyliertem Anti-YB-1 
Frankreich-Antikörper. Gesundes Brustgewebe wird nicht gefärbt. 400fache Vergrößerung. 
 
 
Abbildung 3.56 zeigt eine Übersichtsaufnahme eines gefärbten Tissue Array Schnittes mit 
Karzinomgewebe und starker Färbung. In der Hälfte der Karzinomgewebe ist eine 
Kernfärbung von YB-1 nachweisbar (Abbildung 3.57 und Abbildung 3.58). Diese 
Kernfärbung wurde ausgewertet. Eine zytoplasmatische Färbung oder fehlende Färbung 
wurde einer zweiten Gruppe zugeordnet (Abbildung 3.59 und Abbildung 3.60).   
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Abbildung 3.56: Immunhistochemie von Mamma-Karzinom mit biotinyliertem Anti-YB-1 Frankreich- 
Antikörper. Färbung des Karzinomgewebes. 20fache Vergrößerung.  
 
 
Abbildung 3.57: Immunhistochemie von Mamma-Karzinom mit biotinyliertem Anti-YB-1 Frankreich- 
Antikörper. Bei diesem Gewebe zeigte sich eine vornehmlich nukleäre YB-1 Färbung der Tumorzellen 
(Pfeil). 400fache Vergrößerung. 
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Abbildung 3.58: Immunhistochemie von Mamma-Karzinom mit biotinyliertem Anti-YB-1 Frankreich- 
Antikörper. Bei diesem Gewebe zeigte sich eine vornehmlich nukleäre YB-1 Färbung der Tumorzellen. 
400fache Vergrößerung. 
 
 
Abbildung 3.59: Immunhistochemie von Mamma-Karzinom mit biotinyliertem Anti-YB-1 Frankreich- 
Antikörper. Bei diesem Gewebe zeigte sich eine vornehmlich zytoplasmatische YB-1 Färbung der 
Tumorzellen. 400fache Vergrößerung. Es fand sich keine Kernfärbung. 
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Abbildung 3.60: Immunhistochemie von Mamma-Karzinom mit biotinyliertem Anti-YB-1 Frankreich- 
Antikörper. Bei diesem Gewebe zeigte sich eine vornehmlich zytoplasmatische YB-1 Färbung der 
Tumorzellen. 400fache Vergrößerung. Es fand sich keine Kernfärbung. 
 
 
Zu den Patientinnen wurden klinische Daten erhoben, die mit dem Färbemuster nukleär 
versus zytoplasmatisch/fehlende Färbung korreliert wurden. Die Patientinnen ohne YB-1 
Kernfärbung der Tumorzellen hatten eine deutlich längere Überlebenszeit (Abbildung 
3.61). Es verwundert nicht, dass Patientinnen mit einer nukleären YB-1 Färbung eine 
höhere Rezidivrate aufweisen.  
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Abbildung 3.61: Korrelation der Überlebenszeiten der Patientinnen mit dem Tumorzellfärbemuster für 
YB-1. Patientinnen ohne YB-1 Kernfärbung weisen eine deutlich höhere Überlebensrate auf, als 
Patientinnen mit Kernfärbung. Der Beobachtungszeitraum betrug bis zu 150 Monate. 
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3.8 Systematische Charakterisierung 
 
Nachfolgend werden die Eigenschaften der sechs monoklonalen Antikörper 
zusammenfassend dargestellt.  
 
 
3.8.1 Antikörper der Gruppe 1 (Detektion linearer Epitope) 
Dieser Gruppe gehören die Antikörper „Schweden“ und „Spanien“ an. Ihre Gruppen-
Zugehörigkeit ergibt sich aus der Detektion von rekombinantem YB-1 im Western Blot und 
im ELISA, sowie aus den Kompetitionsversuchen (Tabelle 3.5). 
 
 
Ergebnisse des Schweden-Antikörpers im ELISA: 
Antikörper Schweden biotinyliert Schweden nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ +++ 
Detektierte K-Fragmente  K7 NU 
Gebundene K-Fragmente  NU K4, K5, K7, K11 
 
 
Ergebnisse des Schweden-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper Schweden biotinyliert Schweden nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  + +++ 
Detektierte K-Fragmente  - - 
Detektion YB-1 im Serum ++ NU 
 
 
Ergebnisse des Spanien-Antikörpers im ELISA: 
 Antikörper Spanien biotinyliert Spanien nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ +++ 
Detektierte K-Fragmente  K5, K7, K11 NU 
Gebundene K-Fragmente  NU K4, K7, K11, K15 
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Ergebnisse des Spanien-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper Spanien biotinyliert Spanien nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  + +++ 
Detektierte K-Fragmente  - - 
Detektion YB-1 im Serum + NU 
Tabelle 3.5: Zusammenfassende Ergebnisse der Gruppe 1, Antikörper „Schweden“ und „Spanien“. 
Detektion: +++: sehr gut, ++: gut, +: mäßig, (+): kaum, -: keine, NU: nicht untersucht  
 
 
3.8.2 Antikörper der Gruppe 2 (Detektion von Konformations-Epitopen) 
In dieser Gruppe werden die Antikörper „Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“ 
zusammengefasst. Diese Antikörper haben die Gemeinsamkeit, dass sie am ehesten 
gegen ein Konformations-Epitop gerichtet sind (Tabelle 3.6).  
 
 
Ergebnisse des Italien-Antikörpers im ELISA: 
Antikörper Italien biotinyliert Italien nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ ++ 
Detektierte K-Fragmente  K3, K5, K11 NU 
Gebundene K-Fragmente  NU - 
 
 
Ergebnisse des Italien-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper Italien biotinyliert Italien nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ ++ 
Detektierte K-Fragmente  K0, K3 - 
Detektion YB-1 im Serum +++ NU 
 
 
Ergebnisse des Frankreich-Antikörpers im ELISA: 
Antikörper Frankreich biotinyliert Frankreich nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ - 
Detektierte K-Fragmente K0, K3, K4, K7, K11, 
K15 
NU 
Gebundene K-Fragmente  NU K5, K7, K11 
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Ergebnisse des Frankreich-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper Frankreich biotinyliert Frankreich nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  (+) (+) 
Detektierte K-Fragmente  K0, K3 - 
Detektion YB-1 im Serum ++ NU 
 
 
Ergebnisse des Portugal-Antikörpers im ELISA: 
Antikörper Portugal biotinyliert Portugal nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ + 
Detektierte K-Fragmente   K4, K5, K7, K11, K15 NU 
Gebundene K-Fragmente  NU K15 
 
 
Ergebnisse des Portugal-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper Portugal biotinyliert Portugal nicht biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  ++ ++ 
Detektierte K-Fragmente  - - 
Detektion YB-1 im Serum ++ NU 
Tabelle 3.6: Zusammenfassende Ergebnisse der Gruppe 2, Antikörper Italien, Frankreich und 
Portugal. Detektion: +++: sehr gut, ++: gut, +: mäßig, (+): kaum, -: keine, NU: nicht untersucht  
 
 
3.8.3 Antikörper der Gruppe 3 
Der Deutschland-Antikörper wird einer eigenen Gruppe zugeordnet, da er aufgrund seiner 
eingeschränkten Sensitivität in der biotinylierten Form nur bedingt charakterisierbar ist. 
Auch er ist am ehesten gegen ein Konformations-Epitop gerichtet.  
 
 
Ergebnisse des Deutschland-Antikörpers im ELISA: 
Antikörper 
Deutschland 
biotinyliert 
Deutschland nicht 
biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  - + 
Detektierte K-Fragmente  - NU 
Gebundene K-Fragmente  NU K0, K3, K5 
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Ergebnisse des Deutschland-Antikörpers im Western Blot: 
Antikörper 
Deutschland 
biotinyliert 
Deutschland nicht 
biotinyliert 
Detektion rekombinantes YB-1  - ++ 
Detektierte K-Fragmente  - K5, K7, K10 
Detektion YB-1 im Serum - +++ 
Tabelle 3.7: Zusammenfassende Ergebnisse der Gruppe 3, Antikörper Deutschland. Detektion: +++: 
sehr gut, ++: gut, +: mäßig, (+): kaum, -: keine, NU: nicht untersucht  
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4.1 Herstellung monoklonaler Antikörper gegen YB-1 
 
Bis zum heutigen Zeitpunkt existieren lediglich polyklonale Antikörper gegen YB-1. Ziel 
dieser Arbeit war es, monoklonale Antikörper gegen YB-1 herzustellen, um sie 
anschließend näher zu charakterisieren.   
 
YB-1 zählt zu den in der Evolution am stärksten konservierten Proteinen4. Als 
Nukleinsäure-bindendes Protein spielt es in der Zelle eine Rolle bei der transkriptionellen 
Regulation von Zielgenen103,104, mRNA-Translation67,105, Reparatur von DNA-
Schäden21,56,90, aber auch bei der Zellproliferation. In den letzten Jahren wiesen Arbeiten 
auf eine bedeutende Rolle von YB-1 bei der Entstehung maligner Tumoren hin, als Marker 
eignet es sich zur Prognoseabschätzung45,47,71-76,106-108. 
 
Eine erfolgreiche Immunisierung von Tieren zur Antikörper-Herstellung kann nur dann 
stattfinden, wenn zuvor keine Eliminierung der entsprechenden B- und/oder T-Zellen im 
Rahmen der Selbst-Toleranz stattgefunden hat. Eine Immunantwort gegen sich selbst wird 
dadurch vermieden, dass z.B. B-Zellen die Rezeptoren gegen körpereigene Antigene auf 
ihrer Oberfläche exprimieren, in einer frühen Phase der Lymphozytenreifung eliminiert 
werden. Daher kann eine Immunisierung im Rahmen der Antikörper-Herstellung scheitern, 
wenn das injizierte Antigen einem körpereigenen Molekül sehr ähnlich ist. Unter diesen 
Aspekten war fraglich, ob Mäuse mit YB-1 zu immunisieren sind, da es evolutionär 
konserviert ist.    
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Mäuse mit rekombinant hergestelltem YB-1 Protein 
immunisiert. Der Vorteil gegenüber einer Immunisierung mit synthetischen Peptiden liegt 
darin, dass die so hergestellten Antikörper mit einer höheren Wahrscheinlichkeit das 
native Protein detektieren. Hierdurch können vor allem Antikörper generiert werden, die 
gegen Konformations-Epitope gerichtet sind. Andererseits ist es aber einfacher, eine 
Immunantwort mittels synthetischer Peptide zu induzieren, vor allem dann, wenn das 
Antigen stark konserviert vorliegt. Um die Antikörper-Antigen-Antwort zu verbessern, 
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erfolgte die Immunisierung mit Freud’schem Adjuvans. Auf die primäre Immunisierung 
folgte eine Booster-Injektion zur weiteren Immunstimulation.  
 
Trotz des stark konservierten Proteins konnte mit rekombinantem YB-1 Protein eine 
Immunantwort ausgelöst und monoklonale Antikörper gewonnen werden. Dies mag 
mehrere Gründe haben. Das rekombinante YB-1 Protein wurde in Bakterien hergestellt. 
Somit kann es gegenüber eukaryotem YB-1 Protein Unterschiede aufweisen und aufgrund 
fehlender Modifikationen immunogen sein. Desweiteren sieht man im Western Blot 
(Abbildung 3.7), dass das aufgereinigte rekombinante YB-1 Protein in mehrere Fragmente 
gespalten vorliegt. Durch Proteolyse können Neo-Epitope entstanden sein, die eine 
Immunantwort auslösen, obwohl das Volllängen-Protein auch im Wirt vorhanden ist.  
 
Mit Hilfe der in vivo Immunisierung konnten sechs stabile Hybridomazellklone gewonnen 
werden, die monoklonale Antikörper gegen YB-1 produzieren. Diese Antikörper wurden im 
Western Blot, ELISA und in der Immunhistochemie getestet.   
 
 
4.2 Spezifität der Antikörper 
 
Im Western Blot und im ELISA konnte die Spezifität der Antikörper nachgewiesen werden. 
In beiden Ansätzen wurde rekombinant hergestelltes YB-1 Protein zur Testung eingesetzt. 
 
Sowohl im Western Blot als auch im ELISA detektierten vor allem die nicht biotinylierten 
Antikörper „Schweden“ und „Spanien“ das rekombinante Volllängen-YB-1 gut. Diese 
beiden Antikörper sind aufgrund der Ergebnisse mit YB-1-Deletionsproteinen (Kapitel 
3.4.1) am ehesten gegen ein linearisiertes Epitop gerichtet. Sie erkennen das Protein vor 
allem unter denaturierenden Bedingungen im Western Blot. Die vier anderen Antikörper 
konnten ebenfalls das Protein nachweisen, jedoch wesentlich schwächer. 
 
Ein Vergleich der Bandenmuster mit rekombinantem YB-1 Protein und verschiedenen 
Peptid-Antikörpern wies daraufhin, dass die monoklonalen Antikörper gegen C-terminale 
Domänen von YB-1 gerichtet sind. Wie in der Einleitung bereits erwähnt, sind diese 
Domänen an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt.
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Im ELISA und im Western Blot fiel auf, dass sich durch die Biotinylierung die Affinität der 
Antikörper deutlich änderte. Durch das unspezifische Anfügen multipler Biotingruppen 
kann das aktive Zentrum des Antikörpers modifiziert werden und sich somit die 
Proteinbindung vermindern. Dieser Effekt wurde am stärksten beim Deutschland-
Antikörper beobachtet. Andererseits führte die Biotinylierung bei den Antikörpern 
„Portugal“ und „Frankreich“ zu einer Erhöhung der gemessenen optischen Dichte im 
ELISA (Abbildung 3.12). Dies mag darauf zurückzuführen sein, dass durch das Anfügen 
der Biotingruppen mehr Streptavidin mit der Meerrettich-Peroxidase gekoppelt binden 
kann, was zu einem höheren Substratumsatz führt. 
 
 
4.3 Kompetitionsversuche 
 
Anhand des Bandenmusters im Western Blot mit rekombinantem YB-1 Protein wurden die 
Antikörper in drei Gruppen eingeteilt und die Hypothese aufgestellt, dass die Antikörper 
jeder Gruppe gegen ein ähnliches Epitop gerichtet sind. Um dies zu testen wurden die 
Antikörper einem Kompetitionsversuch unterzogen (Kapitel 3.3). 
 
Im Kompetitionsversuch konnte gezeigt werden, dass die Antikörper der Gruppe 1 
(„Spanien“ und „Schweden“) gegen das gleiche Epitop gerichtet sind (Abbildung 3.14 und 
Abbildung 3.15). Die Detektion von rekombinantem YB-1 Protein wird bei beiden 
Antikörpern sowohl durch sich selbst als auch durch den jeweiligen anderen Antikörper 
komplett aufgehoben. Die Affinität des Schweden-Antikörpers wird allerdings auch durch 
das vorherige Binden der nicht-biotinylierten Antikörper „Deutschland“, „Italien“, „Portugal“ 
und „Frankreich“ vermindert. Michel et al.109 konnten zeigen, dass die Bindung des 
Kompetitions-Antikörpers an PSA (Prostata-spezifisches Antigen) die Konformation des 
Proteins verändern kann. Dieser Effekt könnte auch auf YB-1 zutreffen, so dass durch die 
Bindung der nicht-biotinylierten Kompetitions-Antikörper das Epitop aufgrund von 
Konformationsänderungen verändert wird, was zu einer Verminderung der Affinität des 
biotinylierten Schweden-Antikörpers führt. Die Sensitivität bei der Detektion von 
rekombinantem YB-1 Protein verändert sich, ohne dass der Kompetitions-Antikörper an 
das gleiche Epitop bindet.  
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Für die Antikörper der Gruppe 2 („Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“) konnte nicht 
eindeutig belegt werden, dass sie an ein gemeinsames Epitop binden (Abbildung 3.16 bis 
Abbildung 3.18). Die Detektion des rekombinanten YB-1 Proteins ist selbst ohne 
Kompetitor wesentlich schwächer als bei den Antikörpern der Gruppe 1. Die Antikörper 
„Frankreich“ und „Portugal“ erkennen das rekombinante YB-1 Protein nur gering oberhalb 
der unteren Nachweisgrenze. Eine mögliche Ursache könnte sein, dass bestimmte 
Epitope durch die Immobilisierung nicht zugänglich werden oder die Immobilisierung von 
rekombinantem YB-1 Protein auf der ELISA-Platte eine Konformationsänderung induziert. 
Dies kann die Detektion mit einem Antikörper gegen ein Konformations-Epitop aufgrund 
der Konformationsänderung nicht mehr erlauben. Dieses Phänomen wurde bei 
monoklonalen Antikörpern gegen PSA beschrieben110. Anhand der Ergebnisse in Kapitel 
3.4.1 kann davon ausgegangen werden, dass die Antikörper „Italien“, „Frankreich“ und 
„Portugal“ gegen ein oder mehrere Konformations-Epitope gerichtet sind.  
 
Desweiteren konnte für die Antikörper der Gruppe 2 („Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“), 
anders als bei den Antikörpern „Spanien“ und „Schweden“, kein eindeutiger Kompetitor 
identifiziert werden. Dafür können mehrere Gründe verantwortlich sein. Zum einen könnte 
dies durch eine fehlende Monoklonalität der Antikörper bedingt sein. Die hergestellten 
Hybridomazellklone wurden jedoch zweimal monoklonal rekloniert und zusätzlich war bei 
der Subklassenbestimmung nur eine Bande sichtbar, so dass von der Monoklonalität der 
Antikörper ausgegangen wird. Eine wahrscheinlichere Ursache liegt darin, dass die 
Konzentration des Kompetitions-Antikörpers nicht ausreichte, um den Detektions-
Antikörper zu inhibieren. Gemeinsam ist den Antikörpern „Italien“ und „Frankreich“, dass 
die Anwesenheit des Deutschland-Antikörpers die Sensitivität dieser Antikörper 
verbessert. „Deutschland“ scheint als „aktivierender Antikörper“ zu fungieren, so dass die 
Sensitivität in der Detektion von rekombinantem YB-1 Protein durch diese Antikörper-
Kombinationen verbessert wird. Durch Bindung des Deutschland-Antikörpers an das 
rekombinante YB-1 Protein könnte, wie oben beschrieben, die Konformation des Proteins 
verändert werden, so dass das Epitop besser zugänglich ist. Für den Frankreich-
Antikörper scheint der Spanien-Antikörper ebenfalls ein aktivierender Antikörper zu sein. 
Hierauf wird nochmals näher bei der Diskussion der Epitop-Charakterisierung 
eingegangen (Kapitel 4.4). 
 
Der Deutschland-Antikörper wurde einer eigenen Gruppe zugeordnet. Aufgrund der 
eingebüßten Sensitivität in der biotinylierten Form konnte kein Kompetitions-Assay 
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durchgeführt werden. Anhand der Ergebnisse der Kompetitionsversuche der anderen 
Antikörper konnte jedoch gezeigt werden, dass er keinen Antikörper in der Detektion von 
rekombinantem YB-1 komplett inhibiert, sondern dass er vielmehr als „aktivierender 
Antikörper“ für die Antikörper aus der zweiten Gruppe fungiert. Es kann daher davon 
ausgegangen werden, dass der Deutschland-Antikörper ein anderes Epitop als die fünf 
anderen Antikörper erkennt.  
 
 
4.4 Epitop-Mapping 
 
Mit Hilfe von YB-1 Deletionsproteinen wurde das durch die Antikörper erkannte Epitop 
näher charakterisiert. Die Detektion der sogenannten K-Fragmente erfolgte im Sandwich-
ELISA und im Western Blot. 
 
Die Ergebnisse im Sandwich-ELISA deuten darauf hin, dass die Antikörper der Gruppe 1 
(„Schweden“ und „Spanien“) gegen ein linearisiertes Epitop gerichtet sind. Mit Hilfe des 
Deletionskonstrukts K7 lässt sich dieses Epitop auf die Aminosäuren 146-172 des YB-1 
Proteins eingrenzen. Obwohl es bei der Immunisierung mit rekombinantem Protein 
seltener vorkommt, dass generierte Antikörper gegen linearisierte Epitope gerichtet sind, 
scheint dies hier der Fall zu sein: Es werden Peptidfragmente, also linearisierte Strukturen, 
erkannt und nur überlappende Fragmente detektiert bzw. auf der ELISA-Platte 
immobilisiert. Die beiden Antikörper sind zudem für die Detektion von rekombinantem YB-
1 Protein im Western Blot am besten geeignet. Diese Western Blots wurden unter 
denaturierenden Bedingungen durchgeführt. Auch erfolgte eine optimale Detektion von 
rekombinantem YB-1 Protein im direkten ELISA mit diesen Antikörpern. Hierbei liegen 
zwar keine „denaturierenden“ Bedingungen vor, durch die Immobilisierung des Antigens 
kann jedoch die Konformation geändert werden, was sich allerdings auf die Detektion 
linearisierter Epitope weniger stark auswirkt.  
 
Beide Antikörper konnten im Western Blot keine Deletionsproteine nachweisen. 
Möglicherweise spielt hier das GFP-tag eine Rolle. Aufgrund seiner Größe vermag es die 
Epitope des kleineren K7 Deletionsproteins zu maskieren. 
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Bei den Antikörpern der Gruppe 2 („Italien“, „Frankreich“ und „Portugal“) konnte mit Hilfe 
der Deletionsproteine das Epitop nicht näher eingegrenzt werden. Dies spricht dafür, dass 
sie gegen Konformations-Epitope gerichtet sind. Zu dieser Annahme kommt man, da die 
Antikörper nicht überlappende K-Fragmente detektieren (Abbildung 3.28 bis Abbildung 
3.38). Sie können also gegen Aminosäuresequenzen gerichtet sein, die in der 
Primärsequenz nicht aufeinander folgen. Auch detektieren sie die YB-1 Deletionsproteine 
im Western Blot nur dann, wenn die Proben in nicht-denaturierendem Probenpuffer 
aufgenommen wurden (Abbildung 3.42).  
 
Vier der sechs charakterisierten Antikörper („Italien“, „Frankreich“, „Portugal“ und 
„Deutschland“) detektieren mehr als ein Epitop ihres Antigens, obwohl davon 
ausgegangen werden kann, dass die Antikörper monoklonal sind, da sie zwei Mal mit der 
„limited dilution“-Methode monoklonal rekloniert wurden. Es zeigt sich zudem nur eine 
Zuordnung bei der Subklassenbestimmung. Desai et al.111 beschrieben erstmals, dass 
monoklonale Antikörper mehrere Epitope erkennen. Bei diesen identifizierten Antikörpern 
handelte es sich um einen monoklonalen Antikörper, der sowohl die schwere Kette des 
freien HLA-Klasse I ß2-Mikroglobulin, als auch ß2-Mikroglobulin assoziiert erkannte. Die 
Assoziation von β2-Mikroglobulin an die schwere Kette von HLA Klasse I bewirkt eine 
Konformationsänderung beider Komponenten, was zu einer Veränderung des Epitops 
führt. Trotz der durch die Assoziation induzierten Konformationsänderung detektiert der 
Antikörper beide möglichen antigenen Determinanten. Es konnte gezeigt werden, dass der 
Antikörper sowohl gegen ein lineares als auch gegen ein Konformations-Epitop gerichtet 
ist. Diese sind räumlich voneinander entfernt und besitzen strukturelle Ähnlichkeiten, 
obwohl sie keine Homologie in ihrer Aminosäuresequenz aufweisen.  
 
Ein weiterer Hinweis darauf, dass bei den Antikörpern der zweiten Gruppe die 
Konformation des Proteins bei der Detektion eine wichtige Rolle spielt, ist die Tatsache, 
dass z.B. bei den Antikörpern „Italien“ und „Frankreich“ der Beschichtungspartner im 
Sandwich-ELISA wichtig ist. So detektiert der Frankreich-Antikörper die 
Deletionskonstrukte, wenn sie zuvor vom Spanien-Antikörper immobilisiert wurden. Der 
Spanien-Antikörper ist, wie aus den Ergebnissen der Kompetitionsversuche ersichtlich, ein 
aktivierender Antikörper für „Frankreich“. Durch vorherige Bindung der Deletionsproteine 
an den Spanien-Antikörper wird das gebundene Epitop für „Frankreich“ optimaler 
präsentiert. Diese beiden Antikörper binden also an unterschiedliche Epitope. Dies ist 
auch beim Deutschland-Antikörper der Fall. „Deutschland“ war im Kompetitionsversuch ein 
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aktivierender Antikörper sowohl für „Italien“ als auch für „Frankreich“. Erfolgt die 
Immobilisierung der K-Fragmente daher durch den Deutschland-Antikörper, können diese 
wiederum gut durch die beiden Antikörper „Italien“ und „Frankreich“ detektiert werden.  
 
Eine mögliche weitere Erklärung dafür, dass die Antikörper der Gruppe 2 nicht 
überlappende Fragmente detektieren, liegt in der primären Aminosäuresequenz. 
Betrachtet man die YB-1 Deletionsproteine auf Aminosäureebene, so fällt auf, dass in 
allen Fragmenten die Sequenz „Tyrosin-Arginin-Arginin“ (YRR) vorliegt. Abgesehen vom 
Fragment K3 lässt sich diese Sequenz sogar auf das Motiv RRYPRRR (in den 
Fragmenten K4, K5, K7 und K11) bzw. RRPYRRRR (in den Fragmenten K4, K5 und K11) 
ausweiten. Diese Sequenzen wiederholen sich zum Teil innerhalb der Fragmente 
(Abbildung 4.1). Sind die Antikörper gegen speziell diese Sequenz gerichtet, ist es nicht 
verwunderlich, dass auch scheinbar nicht überlappende Fragmente detektiert werden. 
Dann wären die Antikörper allerdings gegen linearisierte Epitope gerichtet. Gegen diese 
Hypothese spricht neben den oben genannten Aussagen auch, dass die Immunisierung 
der Mäuse mit rekombinantem YB-1 Protein stattfand, so dass die Wahrscheinlichkeit 
hoch ist, Antikörper zu generieren, die gegen ein Konformations-Epitop gerichtet sind. 
Außerdem wäre die beschriebene Aminosäuresequenz sehr kurz, um immunogen zu sein.  
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Abbildung 4.1: Aminosäuresequenz der YB-1 Deletionsproteine. Die Antikörper der Gruppe 2 
detektieren nicht überlappende Fragmente. In allen Fragmenten liegt die Aminosäuresequenz „Tyrosin-
Arginin-Arginin“ (YRR) vor (in der Abbildung rot unterlegt). Abgesehen vom Fragment K3 lässt sich diese 
Sequenz sogar auf das Motiv „RRYPRRR“ (in den Fragmenten K4, K5, K7 und K11) bzw. „RRPYRRRR“ (in 
den Fragmenten K4, K5 und K11) ausweiten. Diese Sequenzen wiederholen sich zum Teil innerhalb der 
Fragmente. Erkennen die Antikörper nun speziell diese Sequenz, ist es nicht verwunderlich, dass auch 
scheinbar nicht überlappende Fragmente detektiert werden. 
 
 
Der Deutschland-Antikörper konnte im Sandwich-ELISA nur indirekt charakterisiert 
werden, da aufgrund der nicht bindenden biotinylierten Form keine Detektion möglich war. 
Ebenso wie die Antikörper aus der Gruppe 2 kann bei ihm die Hypothese aufgestellt 
werden, dass er gegen ein Konformations-Epitop gerichtet ist. Er detektiert im Western 
Blot mit rekombinantem YB-1 Protein die gleichen Fragmente wie die Antikörper „Italien“, 
„Frankreich“ und „Portugal“. Außerdem präsentiert er im ELISA nicht überlappende 
Fragmente und detektiert im Western Blot nicht überlappende Fragmente (Abbildung 3.39 
und Abbildung 3.43). 
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Um das durch den Deutschland-Antikörper erkannte Epitop weiter einzugrenzen, könnte 
ein Phage Display durchgeführt werden. Auch mit Hilfe spektrometrischer Methoden, 
kombiniert mit einem proteolytischen Abbau des Antigens, könnte die Detektionsdomäne 
näher charakterisiert werden.  
 
 
4.5 YB-1 in humanem Serum 
 
Im Western Blot konnte das erste Mal gezeigt werden, dass YB-1 in großen Mengen in 
humanem Serum vorhanden ist. Zusammen mit den Untersuchungen der Rattenurine ist 
hiermit erstmalig belegt, dass YB-1 auch extrazellulär vorkommt. 
 
Die Antikörper detektieren dabei verschiedene YB-1 Banden (Abbildung 3.46 bis 
Abbildung 3.50). So finden sich hochmolekulare YB-1 Banden bei ~180 und ~250kDa. Da 
YB-1 in der Lage ist, mit sich selbst zu multimerisieren21,79, kann es sich um 
Multimerisierungsprodukte handeln, sogenannte Homomultimere. Auch das Volllängen 
YB-1 findet sich neben kleinen Spaltprodukten in humanem Serum. Die Frage, wie YB-1 
Protein in das Serum gelangt, ob es beispielsweise sezerniert wird, konnte anhand der 
vorliegenden Untersuchungen nicht geklärt werden. Hierfür wäre ein Tiermodell mit 
markiertem YB-1 zielführend. Allerdings konnte in bislang unpublizierten Daten (Mertens 
et al.) gezeigt werden, dass sowohl überexprimiertes als auch endogenes YB-1 im 
Zellüberstand von TGF-β-stimulierten Zellen nachgewiesen wurde. Dieser Effekt ist 
dosisabhängig und folgt einer Sekretionskinetik mit einem ersten Nachweis von YB-1 nach 
vier Stunden. 
 
Auffällig ist, dass mit verschiedenen Anti-YB-1 Antikörpern eine starke Bande auf der 
Höhe von Albumin bei ~66kDa detektiert wird. Hierbei könnte es sich um kleine YB-1 
Fragmente handeln, welche im Blut an das Transportprotein Albumin gebunden sind. Um 
diese Vermutung weiter zu bestätigen, wurde im Western Blot 1%iges BSA (bovines 
Serumalbumin) in PBS aufgetragen (Abbildung 3.53). Es wurden zwei verschiedene BSA-
Fraktionen verwendet. Zum einen herkömmliches BSA, wie es z.B. zur Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen verwendet wird, zum anderen hochaufgereinigtes BSA. 
Nach der weiteren Aufreinigung kann der Italien-Antikörper das an Albumin gebundene 
YB-1 bei ~66kDa nicht mehr nachweisen. Es scheint, dass durch die weitere Aufreinigung 
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an Albumin gebundene Moleküle entfernt werden. Dies ist ein Hinweis dafür, dass YB-1 im 
Serum zumindest teilweise an Albumin gebunden vorliegt.  
 
 
4.6 Klinische Anwendung von YB-1 in der Urindiagnostik 
 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ratten-Urine wurden im Rahmen einer Anti-
Thy1.1 Nephritis-Studie gewonnen. Mit Hilfe der Antikörper-induzierten und Komplement-
vermittelten Anti-Thy1.1 Nephritis können am Rattenmodell die Mechanismen der 
mesangioproliferativen Glomerulonephritis untersucht werden112.  
 
PDGF-D ist ein Ligand für den PDGF-ßß-Rezeptor113,114. Wie alle vier anderen PDGF-
Isoformen auch wird er in der Niere exprimiert. Ostendorf et al. konnten zeigen, dass 
PDGF-D im Glomerulum nach Induktion einer mesangioproliferativen Glomerulonephritis 
überexprimiert wird102. Die in vivo Neutralisation von PDGF-D durch einen Anti-PDGF-D 
Antikörper reduziert die pathologische mesangiale Zellproliferation, die Akkumulation von 
glomerulärer Matrix und den Einstrom von Makrophagen in das Glomerulum102.  
 
In einer kürzlich vorgestellten Veröffentlichung wurde YB-1 als Mediator der 
mesangioproliferativen Glomerulonephritis identifiziert70. Van Roeyen et al. wiesen nach, 
dass YB-1 über PDGF-B aktiviert wird70. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Ratten in verschiedene Gruppen 
eingeteilt. Tieren der Gruppe B wurden nach Induktion einer Anti-Thy1.1 Nephritis ein 
Kontroll-Antikörper appliziert (PK16.3). Ebenfalls nach Induktion einer Anti-Thy1.1 
Nephritis erhielten die Tiere der Gruppe C einen Anti-PDGF-D Antikörper (CR002). Die 
Tiere aus der Kontrollgruppe F erhielten nach der einseitigen Nephrektomie lediglich den 
Kontroll-Antikörper (Tabelle 4.1). 
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Gruppe 
Glomerulonephritis-     
Induktion 
Kontroll-Antikörper   
PK16.3 (mg/kg KG) 
Anti-PDGF-D Antikörper              
(mg/kg KG) 
B UniNX + OX-7 Antikörper 1mg/kg KG - 
C UniNX + OX-7 Antikörper - 20mg/kg KG 
F UniNX  20mg/kg KG - 
Tabelle 4.1: Übersicht über die Behandlung der verschiedenen Gruppen bei den untersuchten 
Rattenurinen. Tieren der Gruppe B wurden nach Induktion einer Anti-Thy 1.1 Nephritis ein Kontroll-
Antikörper injiziert (PK16.3). Ebenfalls nach Induktion einer Anti-Thy 1.1 Nephritis erhielten die Tiere der 
Gruppe C einen Anti-PDGF-D Antikörper (CR002). Die Tiere aus der Kontrollgruppe F bekamen lediglich 
den Kontroll-Antikörper verabreicht. 
 
 
Der Versuch wurde nach 56 Tagen beendet. Die erhobenen Daten wurden im Hinblick auf 
die Rolle von PDGF-D bei der chronischen Glomerulonephritis ausgewertet. Die Urine 
vom Tag 56 wurden anschließend im Western Blot mit den monoklonalen Anti-YB-1 
Antikörpern untersucht. 
 
Mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Rattenurinen konnte gezeigt werden, dass 
die YB-1 Menge im Urin mit der Nierenschädigung (bestimmt anhand des TI-Scores) und 
der fokal-segmentalen Glomerulosklerose korreliert. Die Tiere mit Neutralisation von 
PDGF-D durch einen PDGF-D Antikörper wiesen einen signifikant reduzierten 
Nierenschaden auf. Außerdem wurde durch den neutralisierenden Antikörper sowohl der 
Makrophagen-Einstrom als auch die Komplementaktivierung reduziert (Tabelle 3.4).  
 
Im Western Blot wiesen die verschiedenen Gruppen Unterschiede im hochmolekularen 
Bandenmuster von YB-1 auf. Während die Tiere aus der Gruppe B (ohne 
neutralisierenden Anti-PDGF-D Antikörper) hochmolekulare YB-1 Multimerisierungs-
produkte aufwiesen, lagen diese Banden bei den Tieren aus der Gruppe C (mit 
neutralisierendem Anti-PDGF-D Antikörper) nicht vor. Auch die beiden YB-1 Banden bei 
~66 und ~28kDa waren bei diesen Tieren deutlich schwächer detektierbar (Abbildung 
3.44). Unter nicht-denaturierenden Bedingungen wird der Unterschied zwischen beiden 
Tiergruppen noch deutlicher (Abbildung 3.45). Bei den Urinen der Tiere aus der Gruppe B 
(ohne neutralisierenden Anti-PDGF-D Antikörper) fallen wiederum hochmolekulare YB-1 
Bandenmuster auf, die in dieser Form bei den mit dem neutralisierenden Anti-PDGF-D 
Antikörper behandelten Tieren der Gruppe C nicht nachweisbar sind. Die detektierten   
YB-1 Komplexe haben ein Molekulargewicht von ~250, ~180 und ~97kDa.   
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Diese Ergebnisse legen erstmals nahe, dass YB-1 als Parameter in der Urindiagnostik bei 
mesangioproliferativen Erkrankungen eingesetzt werden kann. Die YB-1 Gesamtmenge 
und die Detektion von hochmolekularen Multimerisierungsbanden korrelieren nach den 
vorliegenden Daten mit dem Grad der Nierenschädigung im Rattenmodell und könnten 
somit für die Diagnostik bzw. Prognostik der mesangioproliferativen Glomerulonephritis 
nutzbar sein.  
 
 
4.7 YB-1 als Prognosefaktor beim Mamma-Karzinom  
 
Bargou et al.45 konnten zeigen, dass in MCF-7 Brustkrebszelllinien eine nukleäre 
Lokalisation von YB-1 mit einer MDR-1 (Multi-Drug-Resistance) Genexpression korreliert 
und dass YB-1 die MDR-1 Genexpression induziert. YB-1 spielt daher eine Rolle bei der 
Entwicklung von Chemotherapie-Resistenzen im Brustkrebsgewebe. Eine gesteigerte   
YB-1 Expression korreliert zudem mit einer ungünstigen Prognose der Patientinnen, 
unabhängig von anderen Parametern wie dem Her2-Rezeptorstatus72. Im transgenen 
Mausmodell konnten Bergmann et al.106 zeigen, dass YB-1 verschiedene Arten von 
Brustkrebs induzieren kann. YB-1 führt zu genetischen Instabilitäten aufgrund mitotischer 
Fehlteilungen und chromosomaler Aberrationen.   
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Brustkrebsgewebe von 176 Patientinnen, 
welches als „Gewebearray“ vorlag, immunhistochemisch mit dem biotinylierten Anti-YB-1 
Frankreich-Antikörper untersucht. Hierbei zeigte sich, dass etwa die Hälfte der 
Patientinnen (n=85) eine nukleäre YB-1 Färbung aufwiesen. Bei den übrigen Patientinnen 
(n=91) fand sich keine nukleäre YB-1 Lokalisation.  
 
Die Überlebensrate der Patientinnen wurde über einen mittleren Zeitraum von 150 
Monaten ermittelt. Patientinnen ohne nukleäre YB-1 Färbung hatten dabei eine wesentlich 
bessere Prognose als Patientinnen, bei denen in der Immunhistochemie YB-1 im 
nukleären Kompartiment nachgewiesen wurde (Abbildung 3.61). Desweiteren war die 
Rezidivrate bei Patientinnen mit zytoplasmatischer Lokalisation von YB-1 im 
Tumorgewebe geringer gegenüber den Patientinnen mit einer YB-1 Kernfärbung der 
Tumorzellen. 
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Diese Ergebnisse belegen, dass nicht nur eine hohe YB-1 Expression im 
Brustkrebsgewebe mit einer ungünstigen klinischen Prognose korreliert, sondern dass die 
subzelluläre YB-1 Lokalisation zusätzliche Informationen liefert. Eine nukleäre Lokalisation 
von YB-1 geht mit einer ungünstigen Prognose bei Brustkrebs einher. In der Literatur 
wurde beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom ein ähnlicher Zusammenhang zwischen 
der zellulären Lokalisation von YB-1 und der Prognose gefunden75.  
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5 Ausblick 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bei vier der sechs monoklonalen Antikörper 
der erkannte Epitopbereich nicht vollständig eingegrenzt werden. Hierzu könnten weitere 
Untersuchungen hilfreich sein. Es bietet sich ein Phage Display an. Aber auch mit Hilfe 
spektrometrischer Methoden, kombiniert mit dem proteolytischen Abbau des Antigens 
könnte die Detektionsdomäne näher charakterisiert werden.  
 
Desweiteren wäre es interessant, die Hypothese näher zu untersuchen, dass vier der 
sechs Antikörper nicht überlappende Primärsequenzen detektieren. Hier wäre die 
Untersuchung der dreidimensionalen Struktur des YB-1 Proteins hilfreich, um zu zeigen, 
dass diese Epitopbereiche durch Faltung in räumliche Nähe gelangen und somit durch die 
Antikörper ein Konformations-Epitop erkannt wird. 
 
Sehr vielversprechend sind zudem weitere Untersuchungen zu YB-1 im Serum. Zum einen 
könnte es wichtig sein zu klären, wie YB-1 extrazellulär sezerniert vorliegt und über 
welchen Mechanismus es sezerniert wird.  
 
Die Rolle von YB-1 bei der Entwicklung progressiver Nierenerkrankungen und der 
Nachweis seiner Fragmente im Urin könnte bei der Abschätzung einer Krankheitsaktivität 
oder Prognose beim Menschen genutzt werden. Solche Untersuchungen erfordern jedoch 
eine große Probensammlung und Korrelation mit einer Vielzahl klinischer Daten.  
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6 Zusammenfassung 
 
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Herstellung monoklonaler Antikörper 
gegen das phylogenetisch hoch konservierte YB-1-Protein. Es ist gelungen sechs stabile 
Hybridomazelllinien, die monoklonale Antikörper der Subklassen IgG1 und IgG2b 
produzieren, zu etablieren. Die monoklonalen Antikörper erkennen spezifisch das YB-1 
Protein. Hinsichtlich des detektierten Epitops können die Antikörper in zwei Gruppen 
eingeteilt werden. Die antigenen Domänen des YB-1 Proteins konnten bei zwei der sechs 
Antikörper auf die Aminosäuren 146-172 eingegrenzt werden. Sie sind am ehesten gegen 
ein linearisiertes Epitop gerichtet. Die anderen vier monoklonalen Antikörper detektieren 
vermutlich ein Konformations-Epitop des YB-1 Proteins. Die monoklonalen Antikörper 
konnten in verschiedenen Methoden wie ELISA, Western Blot und Immunhistochemie zur 
Detektion von YB-1 Protein eingesetzt werden.  
 
Anhand eigener Untersuchungen und Veröffentlichungen der Arbeitsgruppe konnte YB-1 
als Mediator der mesangioproliferativen Glomerulonephritis identifiziert werden70. Mit Hilfe 
der monoklonalen Antikörper konnte im Western Blot gezeigt werden, dass YB-1 
extrazellulär im Urin und im Serum vorkommt. Im Rattenmodell der mesangioproliferativen 
Anti-Thy 1.1 Nephritis korreliert die YB-1 Gesamtmenge im Urin mit dem Grad der 
Nierenschädigung, gemessen am TI-Score und der fokal-segmentalen Glomerulosklerose. 
Hierbei sind vor allem die hochmolekularen YB-1 Banden, bei denen es sich vermutlich 
um Multimerisierungsprodukte handelt, von entscheidender Bedeutung. Diese Ergebnisse 
legen erstmals nahe, dass YB-1 als Parameter in der Urindiagnostik bei 
mesangioproliferativen Erkrankungen eingesetzt werden kann und somit für die weitere 
Diagnostik und Risikoklassifizierung der Glomerulonephritis nutzbar sein kann.  
 
In weiteren Untersuchungen wurden die monoklonalen Antikörper hinsichtlich ihres 
Einsatzes in der Immunhistochemie getestet. Hierzu wurden Brustkrebsgewebeschnitte 
von 176 Patientinnen gefärbt und mit klinischen Daten korreliert. Im Rahmen der Studie 
konnte gezeigt werden, dass nicht nur eine hohe YB-1 Expression im Brustkrebsgewebe 
mit einer ungünstigen klinischen Prognose korreliert, sondern dass die subzelluläre YB-1 
Lokalisation zusätzliche Informationen liefert. Eine nukleäre Lokalisation von YB-1 im 
Brustkrebsgewebe geht im Gegensatz zu einer zytoplasmatischen YB-1 Lokalisation mit 
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einer ungünstigen Prognose einher. Somit kann YB-1 als Marker beim Mamma-Karzinom 
wertvolle Informationen hinsichtlich der Überlebensrate liefern.  
 
Mit Hilfe der monoklonalen Antikörper konnte ein Werkzeug zur Detektion und weiteren 
Charakterisierung des YB-1 Proteins im ELISA, Western Blot und der Immunhistochemie 
etabliert werden. Sie können somit von großem Nutzen in der Krebsforschung und zur 
Abklärung von Nierenschäden im Rahmen entzündlicher glomerulärer Erkrankungen sein.  
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8 Anhang 
 
8.1 Material 
8.1.1 Geräte 
Apparatur  Western Blot       Biorad (München) 
Blotkammer            Schleicher und Schuell (Dassel) 
Brutschrank            Hera cell, Heraeus (Hanau) 
Dampfsterilisator          Varioclav, H&P Labortechnik 
Kühlzentrifugen           Avanti30 Centrifuge, Beckmann (München) 
                 Rotoren:  F0650, Beckmann (München) 
                     F2402H, Beckmann (München) 
                Centrifuge 5417R, Eppendorf (Hamburg) 
                 Rotor:  F45-30-11, Eppendorf (Hamburg)  
Lichtmikroskop           Diavert, Leitz (Wetzlar) 
Pipetten             Eppendorf (Hamburg) 
pipetus-akku, Hirschmann Laborgeräte 
pH-Meter             MP220, Mettler Toledo 
Photometer            Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech 
Powersupply            PowerPac 3000, Biorad (München) 
Präzisionswaage          BP110S  
                BP2100, Sartorius 
Schüttler             Vortex-Genie2, Scientific Industries, Inc.   
                (New York, USA) 
Sterile Arbeitsbank (Zellkultur)     Hera safe, Heraeus (Hanau) 
Thermoblock            Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburg) 
Tischzentrifuge           Centrifuge 5415D, Eppendorf (Hamburg) 
Überkopfschüttler          Heidolph 
      
 
8.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Deckgläschen           Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH 
                (Edermünde) 
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ELISA-Platte, Rundboden        Costar 3366, Corning Inc. (New York, USA)  
ELISA-Platte, Flachboden Falcon Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Nitrozellulosemembran         Protran, Schleicher und Schuell (Dassel) 
Objektträger            Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH 
                (Edermünde) 
Parafilm             American National Can. (Menshasa, USA) 
Petrischalen            Nunc (Nürtingen) 
Pipetten, 10ml           Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) 
Pipettenspitzen           Eppendorf (Hamburg) 
Plastikküvetten            Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) 
Polystyrengefäße          Greiner Bio-one (Frickenhausen) 
Reaktionsgefäße          Eppendorf (Hamburg) 
Röntgenfilme HyperfilmTM ECL Amersham Bioscience 
(Buckinghamshire, UK)   
Whatman-Filterpapier        Biorad (München) 
Zellkulturplatten, 6 Vertiefungen Falcon Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellkulturplatten, 96 Vertiefungen    Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) 
Zellkulturflaschen, 25cm² und 75cm²   Greiner Bio-one (Frickenhausen) 
Zellschaber            Nunc (Nürtingen) 
 
 
8.1.3 Reaktionskits 
JetStar Plasmid Purification Kit     Genomed 
 
 
8.1.4 Reagenzien 
Acryl-/Bisacrylamid 30%       Serva (Heidelberg) 
Agar               Invitrogen 
Ammoniumchlorid          Riedel-de Haёn (Seelze) 
Ammoniumpersulfat         Biorad (München) 
Ampicillin             Sigma (Deisenhofen) 
Beta-Mercaptoethanol        Pierce Biotechnology (Illinois, USA)  
8 Anhang 152  
Biotin              Pierce Biotechnology (Illinois, USA) 
Borsäure             Biorad (München) 
Bromphenolblau          Biorad (München) 
BSA               Sigma (Deisenhofen) 
Calciumchlorid            Sigma (Deisenhofen) 
Chloroquin            Sigma (Deisenhofen) 
Coomassie Brilliant Blue R-250     Biorad (München) 
Diaminobenzidin-Substat (DAB)    Sigma (Deisenhofen) 
Dithiothreitol (DTT)         Biorad (München) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)       Sigma (Deisenhofen) 
ECL-Reagenzien           Amersham (Braunschweig) 
EDTA              Sigma (Deisenhofen) 
Essigsäure             Merck (Darmstadt) 
Ethanol, 70% Apotheke des Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen (Aachen) 
Fetales Kälberserum (FKS)      Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Glyzerol             Merck (Darmstadt) 
Glyzin              Applichem (Darmstadt) 
HBSS              Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Histoclear             Roth (Karlsruhe) 
Hefeextrakt             Difco (Hamburg) 
HEPES              Roth (Karlsruhe) 
IPTG              SIGMA (Deisenhofen) 
Kaliumchlorid           Merck (Darmstadt) 
Kaliumdihydrogenphosphat      Serva (Heidelberg) 
Lysozym             Sigma (Deisenhofen) 
Magermilch-Trockenpulver      Reformhaus Mumme (Aachen) 
Magnesiumchlorid          Calbiochem (Darmstadt) 
Mayers Hämalaun-Färbelösung     Merck (Darmstadt) 
Methanol Apotheke des Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen (Aachen) 
Molekulargewichtsstandard für  
SDS-PAGE (gefärbt) Rainbow coulored protein molecular weight 
markers, RPN756, Amersham (Freiburg)  
Natriumacetat           Merck (Darmstadt) 
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Natriumcarbonat           Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid           Merck (Darmstadt) 
Natriumdesoxycholat         Serva (Heidelberg) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)      Biorad (München) 
Natriumhydrogencarbonat       Merck (Darmstadt) 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat  Merck (Darmstadt) 
Natriumhydroxid          Merck (Darmstadt) 
Natronlauge (10N)         Merck (Darmstadt) 
Nonidet P-40           Sigma (Steinheim) 
Pansorbin (Staphylokokkenlysat)    Calbiochem (La Jolla, CA, USA) 
PBS fertig Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma 
(Deisenhofen) 
PBS  Biochrom AG 
Penicillin/Streptomycin        Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Peptone             Difco (Hamburg) 
Phenylmethylsulfonylfluoris (PMSF)   Sigma (Steinheim) 
Proteinase-Inhibitoren    
 (Serin-, Cystein-, Metalloproteasen,  
  Calpain) „complete, Mini“, Proteasen-Inhibitoren, Roche 
Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Sodium-Orthovanadat        Sigma (Deisenhofen) 
StreptABComplex/HRP        DAKOCytomation (Glostrup, Dänemark)) 
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin  
(TEMED)             Biorad (München)    
Tris-HCl             Roth (Karlsruhe) 
Tris                Biorad (München)  
Trypton Bacto-Tryptone, Difco Lab. (Detroit, Michigan, 
USA) 
Tween-20             Applichem (Darmstadt) 
Xylol               Roth (Karlsruhe) 
Wasserstoffperoxid [H2O2 (30%)]    Merck (Darmstadt) 
Zellkulturmedien:          1.) Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium  
(DMEM/F12) mit GlutaMAXTM (1:1) 
Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe)  
für HEK293T-Zellen 
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                2.) Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium 
D-MEM mit GlutaMAXTM, 4500mg/l D-           
Glucose, Sodium Pyruvate 
Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
für Hybridomazellen 
3.) BD Cell MAb Medium  
 Serumfreies Medium 
    BD Biosciences (Bedford, USA) 
Zitronensäure-Monohydrat      Merck (Darmstadt) 
 
 
8.1.5 Sterilisation 
Die Sterilisation von Lösungen und Gebrauchswaren erfolgt mittels feuchter Hitze im 
Autoklaven (Varioclav, H&P Labortechnik) für 30 Minuten bei 121°C und 2 atm oder bei 
hitzeempfindlichen Lösungen durch Sterilfiltration (Porengröße: 0,2µm). 
 
 
8.1.6 Zelllinien 
HEK293T-Zellen   
Hierbei handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, welche mit DNA-
Fragmenten von Adenovirus Typ 5 und dem SV40-Antigen (T-Antigen) transformiert 
wurden (Graham et al., 1977).  
 
Myelomazellen: 
Die Zelllinie stammt aus von einem Myelom, X63-Ag8/653 (BALB/c), ab. Sie wurde 
freundlicherweise von Dr. Radbruch/ Institut für Genetik, Universität Köln zur Verfügung 
gestellt. 
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8.1.7 Bakterienstämme 
E. coli xL-Blue (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Der Bakterienstamm E.coli xL-Blue zeichnet sich durch eine gute Akzeptanz von 
eingebrachter Plasmid-DNA aus. Dieser Bakterienstamm wurde für die Herstellung der 
YB-1 Deletionskonstrukt-Plasmide verwendet.  
 
E. coli-Stamm BL21  
Dieser Stamm wird zur Herstellung von rekombinantem Protein benutzt. Die Zellen 
enthalten eine durch IPTG induzierbare T7-RNA-Polymerase und ermöglichen so die 
Genexpression von Plasmiden mit integriertem T7-Promotor (U.S. Patent 4952496,8-28-
90: Cloning of the gene for bacteriophage T7-RNA-Polymerase, Studier, W.F., et al.). 
 
 
8.1.8 Plasmide 
Die YB-1 Deletionskonstrukte wurden von Stephan Bergmann, Max-Dellbrück-Center, 
Berlin freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die Konstrukte besitzen am C-Terminus 
ein GFP-Tag. 
  
Die GFP-Sequenz kodiert für ein 27kDa Protein, welches ursprünglich bei Aequorea 
victoria identifiziert wurde1. Es ist in der Lage, bei Anregung in einem Energiebereich 
zwischen 300 und 500nm Licht einer definierten Wellenlänge zu emittieren. Die Emission 
kann zwischen 500nm und 540nm detektiert werden, mit einem Intensitätsmaximum bei 
509nm.  
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8.1.9 Antikörper 
Einen Überblick über die verwendeten Antikörper gibt die nachfolgende Tabelle. 
 
 
Antikörper Epitop Hersteller Verwendung 
Anti-IgG1 biotinyliert Unspezifisch DAKO A/S (Dänemark) 
Code No. X0931 
Kontrolle im Western Blot und  
im ELISA 
Anti-His-Tag monoklonal 
His-Tag 
Novagen (Darmstadt) 
Cat. No. 70796 
Western Blot 
Anti-YB-1 rot Polyklonal 
YB-1 (AS 185-219) 
Mertens et al., 199830 Western Blot 
Anti-YB-1 Kohno Polyklonal 
YB-1 (AS 299-313) 
Kohno et al. 101 Western Blot 
Anti-GFP Monoklonal 
GFP-Tag 
BD Living Colors 
Lot#3060348 
Western Blot 
Anti-mouse IgG 
(Peroxidase-gekoppelt) 
Polyklonal 
Maus-IgG 
Amersham Bioscience 
(Braunschweig) 
NA931V 
Western Blot 
Dot Blot 
ELISA 
Anti-rabbit IgG 
(Peroxidase-gekoppelt) 
Polyklonal 
Hasen-IgG 
Amersham Bioscience 
(Braunschweig) 
NA934V 
Western Blot 
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Abb.      Abbildung 
ABTS      2,2’-azino-di[3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid] 
AK       Antikörper 
Amp      Ampicillin 
AP2       Aktivierendes Protein-2 
APS      Ammoniumpersulfat 
Aqua dest.    Destilliertes Wasser 
AS       Aminosäure 
Bp       Basenpaar 
BSA      Bovine serum albumine: Rinderalbumin 
Ca2+      Ionisiertes Calcium 
CaCl2      Calciumchlorid 
cDNA      Komplementäre DNA 
CDR      Complementarity Determining Region 
CFA      Complete Freud’s Adjuvans 
CHK YB-1    chicken Y-box Protein 
CO2       Kohlendioxid 
CS       cold shock: Kälteschock 
CSD      cold shock Domäne: Kälteschockdomäne 
Csp       cold shock Protein: Kälteschockprotein 
CTCF      multivalentes Zink-Finger Protein 
DAB      Diaminobenzidin 
DB       DNA-bindende Domäne 
dbpA, dbpB, dbpC DNA-bindende Proteine A, B und C 
DMEM      Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium 
DMSO      Dimethylsulfoxid 
DNA      Desoxyribonuclein acid: Desoxyribonukleinsäure 
DTT       Dithiothreitol 
E.coli      Escherichia coli 
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
EF-1A      enhancer factor 1A 
EGF      epidermal growth factor: Epidermaler Wachstumsfaktor 
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ELISA      enzyme-linked-immunosorbent-Assay 
FKS       fetal calf serum: fetales Kälberserum 
FRGY-1/-2   Frosch Y-box Protein 1 und 2 
FSGS      fokal segmental glomeruläre Sklerose 
g        gramm 
x g       Vielfaches der Erdbeschleunigung 
GFP      Grün fluoreszierendes Protein 
GM-CSF  granulocyte-macrophage colony stimulating factor: Granulozyten- und 
Makrophagenkolonien stimulierender Faktor 
GTP      Guanosintriphosphat 
h        Stunde 
HAT      Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin 
HBS      HEPES gepufferte Kochsalzlösung 
HBSS      Hank’s Buffered Salt Solution 
HEK293T  Humane embryonale Nierenzellen, die mit dem T-Zell Antigen des 
Affenvirus 40 immortalisiert wurden. 
His       Histidin 
HIV       Humanes Immundefizienz-Virus 
HLA       human leucocyte antigen: Humanes Leukozyten-Antigen 
hnRNA     heterogene nukleäre mRNA 
hnRNP     heterogenes nukleäres Ribonukleoprotein 
HGPRT     Hypoxanthin-Guanin-Phospho-Ribosyl-Transferase 
HRP      Horseradish-Peroxidase 
HSP      Hitzeschockprotein 
HTLV  Human T-cell lymphotropic virus type: humaner T-Zell lymphotropes 
Virus Typ 
HV-Region    Hypervariable Region 
Ig       Immunglobuline 
IL       Interleukin 
kb       Kilobasen 
KCl       Kaliumchlorid 
kDa       Kilodalton 
KH2PO4     Kaliumdihydrogenphosphat 
µ        Mikro 
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MALDI-TOF  Matrix-unterstützte Laser-Desorptions-/Ionisation Massenspektrometrie; 
Time of flight 
Mdr1      multiple drug restistance gene 1: Medikamenten-Resistenz-Gen 
MgCl2      Magnesiumchlorid 
MgSO4     Magnesiumsulfat 
MHC      Major histocompability complex: Großer Histokompabilitätskomplex 
min       Minute 
MMP      Matrix-Metalloproteinase 
mRNA      Messenger RNA 
n        nano 
NaCl      Natriumchlorid 
NaCO2      Natriumcarbonat 
NaHCO3     Natriumhydrogencarbonat  
NH4Cl      Ammoniumchlorid 
NaOH      Natronlauge 
NLS       Nuclear localization signal: Nukleäres Lokalisierungssignal 
NSEP-1     Nuclease sensitive element protein 1 
OD       Optische Dichte 
P        Prolin 
PBS      Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PDGF      Platelet derived growth factor: Plättchen-Wachstumsfaktor 
R        Arginin 
RNA      Ribonuclein acid: Ribonukleinsäure 
RNP      Ribonukleinprotein-Motiv 
Rpm      Rotations per minute: Umdrehungen pro Minute 
RSV      Rous-sarkoma-Virus 
SC-Medium  synthetic complete medium: Hefegrundmedium, das definiert 
komplettiert werden kann. 
SDS      Natriumlaurylsulfat 
SDS-PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Natriumlaurylsulfatgel 
SELEX  systematic evolution of ligands by exponential enrichment: 
Systematische Entwicklung von Liganden durch exponentielle 
Anreicherung. 
snRNP      kleine nukleäre Ribonukleoproteine 
SRp30c     Serin-Arginin-reicher Spleiß-Faktor 
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SV40      Simian Virus 40 
TBS       Tris-gepufferte Salzlösung 
TE       Tris EDTA 
TEMED     N;N;N`;N`-Tetramethylethylendiamin 
TGF-β      Transforming growth factor- β:  
TI       Tubulo-Interstitiell 
TLS       translocation liposarcoma protein: Liposarkom-Translokationsprotein 
Tris       2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
Tris HCl     Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan 
Trp       Tryptophan 
TTBS      Tris-gepufferte Salzlösung/Tween-20 
TTP       Thymidintriphosphat 
U/l       Units/Liter: Einheiten/Liter 
UTR      Untranslatierte Region (bei mRNA) 
UV       Ultraviolett 
v/v       Volumen/Volumen (Volumenprozent) 
w/v       Gewicht/Volumen (Gewichtprozent 
Y        Tyrosin 
YB-1      Y-Box bindendes Protein-1 
ZO-1      Zonula occludens Protein-1 
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